UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO — EUSKAL HERRIKO UNIBERTSITATEA

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA, MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA

eman ta zabal zazu

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA INFECCION GONOCOCICA
EN BILBAO

TESIS DOCTORAL

URKO IBARGOYEN GARCIA

DIRECTOR DE TESIS: DR. RAMON CISTERNA CANCER

BILBAO, MAYO DE 2017

(cc)2017 URKO IBARGOYEN GARCIA (cc by 4.0)












AGRADECIMIENTOS






A mi Director de Tesis, el Dr. Ramoén Cisterna
por confiar en mi en todo momento.

A M2 Carmen Nieto
por apoyarme y ayudarme en todo momento.

A todos mis comparieros y comparieras del Servicio
por alentarme cada dia.

A Maria del Mar
por estar a mi lado y animarme en todo momento.

A mi familia
que me han apoyado muy de cerca desde la distancia.

VII



VIII



IX

ABREVIATURAS






BSAC
CC
CDC
CDS
CES
CLSI
CMI
CTG
DHPS
ECDC
EDO
EEUU
EIP
EUCAST

Euro-GASP

GASP
GISP
HSH
IGD
ITS
LGV
LOS
LPMN
LPS
MR
OMS
PBP
PCR
RENAVE
SDD
SFHC
SIDA
SIM
SNP
ST

British Society for Antimicrobial Chemotherapy
Control de calidad

Centers for Diseases Control

Calibrated dichotomous sensitivity

Cefalosporinas de amplio espectro

Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentracion minima inhibitoria

Cefalosporinas de tercera generacion

Enzima dihidropteroato sintasa

European Center for Disease Prevention and Control
Enfermedades de declaracion obligatoria

Estados Unidos de América

Enfermedad inflamatoria pélvica

European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

The European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme

Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
Gonococcal Isolate Surveillance Project

Hombres que tienen sexo con hombres

Infeccién gonococica diseminada

Infeccion de transmision sexual

Linfogranuloma venéreo

Lipooligosacarido

Leucocitos polimorfonucleares

Lipopolisacarido

Multirresistencia a los antimicrobianos
Organizacién mundial de la salud
Penicillin-binding proteins

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica
Sensibilidad dependiente de dosis

Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis

Sindrome de inmunodeficiencia adquirido

Sistema de Informacién Microbiolbgica

Single nucleotide polimorphism

Secuenciotipo

XI



TAAN
TNF-a
UE
UE/EEE
UFC
UNG
VHA
VHB
VHC
VHS
VIH
VPH
XR

Técnica de amplificacion de acidos nucleicos
Factor de necrosis tumoral-a

Uni6on Europea

Estados miembros de la Uni6n Europea
Unidades formadoras de colonias
Uretritis no gonococica

Virus de la hepatitis A

Virus de la hepatitis B

Virus de la hepatitis C

Virus del herpes simple

Virus de la inmunodeficiencia humana
Virus del papiloma humano

Resistencia extendida a los antimicrobianos

XII



INDICE DE CONTENIDOS

XIII



XIv



AGRADECIMIENTIOS ... ettt ettt teeteeeeeeateesessnsseesssssssessssssesssssnseesssnnsssssanes V

ABREVIATURAS ...ttt sttt se et se v sttt te s st s saessne s e enenas IX
INDICE DE CONTENIDOS........ccoeviuerereerieraessssessessessaesesssesssssessssesssssesssassesessenes XIII
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS .......covuivierteieeetessietetesie s ssae s s s s s senanes XIX
Y 86 T Lo 4140 YT XXI
B. INAice de tablas.........ccceveuevevevieiecrerereeeeietete ettt st XXII

1. INTRODUCCION......ccucoureruermeimrieineaessessesetasessessesssssessessessesssesessessesansssessessessssncsnes 1
1.1. Caracteristicas generales de Neisseria gonorrhoeae ............c.ccccoeeeueeeevveeneveennnnen. 3
1.1.2. Estructura de la pared celular..........ccccceeeviiiniieiniiiiiiecciecseeesee e 3
1.1.3. Patogénesis € iINMunidad .........ccceeevueeriiiiniieeiiieeeieeree e esre e sre e saee e 5

1.2. Epidemiologia y transSmiSiOn .........cceeeveeerieeiniiierniieiniiessieeeseeesseeesssseesssneessseeens 6
1.2.1. Epidemiologia en los Estados Unidos de Amé&rica........ccccceevueeveeeseerneensueenneen. 8
1.2.2. Epidemiologia en la Unidn Europea...........cocceevieeniinierneennennieneeceeeeeeneene 9
1.2.3. Epidemiologia en ESPANa ........ccceccvueeeeieeeiieeeiieeecreeeceeeereeesveeeeveeessneesnseens 10

1.3. Manifestaciones ClHINICAS ......uvveeiiiiiiieiirrreeeeeeeieeeirrereeeeeeessssssseereeeesssssssssnreesessesns 11
1.3.1. INECCIONES UTELTALES ....cceevvreeeeeiiieeeeeeeee ettt eeraee e e enreeeeeennaeeens 11
1.3.2. Infecciones faringeas y anorrectales.........cccceecveeecureeeceeeeceeeecieeeereeeeveeeeneenn 11
1.3.3. Infeccion gonococica diseminada..........eeeeveeeeceeeecieeeeiieeeieeeeieeeeeeeeeeeeeaenn 12
1.3.4. INFECCION OCUIAT .......evveieeeiiieeeceeeee ettt ce et eeeeaaee e e e are e e e e nnaeeens 12
1.3.5. Infeccién en recién nacidos ¥ NINOS......ueeecveeeceeeeiieeeeieeeecieeeeieeeeveeeeveeeeaneens 13
1.3.6. Sindrome de Fitz-Hugh-CurtiS.......c.cccccteiireiiieiieciieeeecieee e ceevee e e eeneee e 13

1.4. Coinfeccién con otras infecciones de transmision sexual..........cccccveeeeiveeceeeennnen. 13
1.4.1. Virus de la inmunodeficiencia humana ...........ccccccueeeeeiveeeeeciieeeeecneeeeeeneeeen. 13
1.4.2. Chlamydia trachOMALIS .........cccueeevueeeeiieeeiieeecieeecreeseseesssaeesssseesseesssseessseens 14
1.4.3. MICOPIASITIAS .....veeiuiieieiieecieeeeie et eeste e eee e s sree e s tee e s saaeestaeessaeesssaessasaesssseens 15

8 BB ) 1 1 USRS 16
1.4.5. Virus del herpes SIMple ........oecuieieiieiiiiieiecccieccreeeee e sae e 17
1.4.6. Virus del papiloma humano .........ccccceeoeeriiiiiniiiniiieeeeeeeee e 18

B B W B (70 1 8 10 0 T 13 <R 19



1.4.8. HAETNOPRAIIUS AUCTOYT .....ccuveeeeeienieieieeeieeesieeesteeesteessiteesaaeesseeessaessanees 20

1.4.9. ESCADIOSIS .eeeieeieiieeeciiieeecctee ettt e e et e e e e tae e e s e raee e e e naa e e e e annaeaann 21
1.4.10. MOIIUSCUITY .uuvviriiiieeieieeiiiireee e e ceeerrrereeeeeeesennrarereseeesessnssnsanesesesssenssssennees 21
1.4.11. Virus de 1a hepatitis C......ccceeeiieriiiiiniieinieceiecceeese et sae e sane e 21
1.4.12. Virus de la hepatitis B ......ccceoevuiiiiiiiiniiiiiiieeciecctecete et 22
1.4.13. Virus de la hepatitis A ......c.cooeviieriiiiiniiiiirieeeeccre et 23
1.5. Tratamiento de 1a GONOTTEA.........cevvuieiriieiiiieieiieeeeecete e saee e 23
1.5.1. Periodo anterior a los antimicrobianos..........ccceeccveeeeeccieeeccciiee e, 24
1.5.2. Periodo de 1os antimicrobianos .........cccceeeeeciieeeeciieeeccceee e e 25
1.5.3. Situacion actual del tratamiento.......cccocvveereiiiiiiiiiieriieeeeeeeiirereeeeeeeeenneees 29
1.6. Mecanismos de resistencia antimicrobIana.......ccceeveeeeeeeeiiiieiiineeeeeeeeeessssnnneeeeeees 30
1.6.1. Desarrollo y adquisicion de la resistencia antimicrobiana............ccecueeueenee. 30
1.6.2. Resistencia a Sulfonamidas..........coovevvvreeieeiiiiieiiiieeeeeeeeeeesiareeeeeeeeesessaseneees 31
1.6.3. Resistencia a penicCilinas.........ccceeeecueeeeiieeeciiieccieecceeeccee e ere e eae e 32
1.6.4. Resistencia a tetraCIClIINAS .....vevveeiiiiieeeieiieeeeeeeeeeeiitreeeeeeeeessssrreeeeeeeesesssannnes 33
1.6.5. Resistencia a eSpectinOMICING .......ccceevvveeieeiiiieeeeeiieeeeecreeeesereeeeeeseneeesesseeens 34
1.6.6. Resistencia a qUINOIONAS ........ccccvieeieiiieieiiciiieeeccieeeceeree e eevee e e eeaee e e e eaeeeas 34
1.6.7. Resistencia a Macrolidos ........ccovveeeeeeiireeeeeiieeeeeereeececiree e e eerrreeeeenneees 35
1.6.8. Resistencia a cefaloSporinas..........cceeeecveeeeieeeiieecciee e 36

1.6.9. Respuesta internacional a la evolucion de la resistencia y posible emergencia

de 1a gonorrea intratable.........ceecciieecieeecieecceeeee e e e 37
1.6.10. Perspectivas futuras en el tratamiento de la gonorrea.............ccccuveeeuveenneee. 38
1.7. Diagnostico de 1a GONOITEA .....cccuveiecuieeeiieeeiee ettt re e e ae e ea e e e aaeeeaeeas 40
1.7.1. Recogida, transporte y almacenamiento de las muestras..........ccccceevuervueenneen. 41
1.7.2. Diagndstico presuntivo: MiCroSCOPIA .....ccceevveereerseeerieensieenieerieeneeeeeesneenaees 43
1.7.3. Cultivo e identificacion de N. gonorrhoeae (presuntivo y definitivo)........... 43
1.7.4. Identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae después del cultivo................ 44

1.7.5. Confirmacion de la identificacion de N. gonorrhoeae después del cultivo... 45
1.7.6. Diagnostico MOIECUIAT ....c.c.ueeeeiieeiiieeieecie e eere e e e e sve e e saeeesaneeas 47

1.8. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana..........cccccceeeeeeiieeeeeciieeeeeciee e 48

XVI



1.8.1. INTTOAUCCION. .. euevieirieeeeeeeeiitreeee e eeecrereee e e e eeeeeennrereeeeeeeeesensssseneeeeesssennssenes 48
1.8.2. Medio de agar recomendado .........cceeeeveerrieeniieennieeniieeneeesee e eeseee e 49
1.8.3. Criterios de interpretacion ........cccceevevieeriieeniieeniieeereeeete e e seeeesaeeesnees 49

1.8.4. Control de calidad de la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana.. 49

1.8.5. Eleccion de antibiotiCos........ceiecuiieeecciiiieeceiteeeceee et e e 50
1.8.6. DilUCION €1 QAT.......eeiriviireiieriiieeiieeerreeesreeesteeesteessreeesssseessaeessseessaesssnens 50
3RS TR A e (] USRS 50
1.8.8. Difusion en agar diSCO-Placa ........cceeveviirrieiriieeniieeeieenieeeee e seee e 50
1.8.9. Interpretacion de 10s resultados.......cccceeevieiriieeriieeniieeeececceece e 51
1.8.10. Deteccitén de resistencia a penicilina mediada por plasmidos.................... 52
1.9. Tipado de N. GONOTTROCAE ..........ccccuveeeereeeeieeeieeeceeeeceee et e sveeeeae e s eeae s e eraeesaaeas 53
1.9.1. Técnicas de tipado no basadas en €l ADN...........ccccuveeereeeiieeecieencreeeree e 54
1.9.2. Técnicas de tipado basadas en el ADN ........ccccoueeeeiieecieeecieenieeeeeeeeevee e 55

3 DR TO T B 01 1S) LTI <) B i) 10 (6 b (o RO 58
COBJETIVOS ...ttt ettt ettt er e st sb et s st s sb e st s bt e b st e sse e st smnesne 59
2.1. ObJetivoS PrINCIPALES...ccccuveeeeieeeiieectteeeiee e tee et e eere e e rre e e seaeesteeesaee e be e e saaeenes 61
2.2, ODJEtiVOS SECUNAATIOS .. veeeeeeurreeeeeiireereeirreeeeeitreeeeessreeseesraeeessssseeessssseessssssseesssnn 61
. MATERIAL Y METODOS.......oteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeseseeeseseseesesesesesesesesesesensssesesesenens 63
3.1. DiSENO del STUAIO ..eeeeeeeureeeieeiiieeecieee et et eeraeeeeeetaeeeeeerareeeeessreeeeeeannneeenns 65
3.2. SelecciOn de 1as CEPAS ....cccueeveiiiiiiiiiiiteeitccrte ettt e e s ra e e e e e seaaeens 65
3.3. Caracteristicas sociodemograficas y datos clinicos de los pacientes................... 65
3.4. Procesamiento de 1as Muestras..........cceecueeeiieiiieeeeciieeecccee e 66
3.4.1. TINCION A€ GIaAIM ...ccccceviieeeeiiiieeeeiieeeeecitee e e e e e e eeeaaeeeeessseeeesssseeseensseeesennnes 66
3.4.2. Inoculacion e incubacion del cultivo..........cccueeeeeciiieeecciieeeeceeeceee e, 67
3.4.1. Identificacion de 1as CEPAS......ccccviecieiriieeriieecteeriee et eae e 67
3.4.2. Estudio de sensibilidad antimicrobiana...........ccccccouveeeeciiieeecciiieeeeccieeeeens 68
3.4.3 Caracterizacion de los aislados de N. gonorrhoeae...............ccccveeecueeeeveennnee. 75
3.5. Anélisis estadistico de 10s resultados.........cccceeuieeeeciiieecciiieecccee e 78
3.6. CONSIAEIACIONES ETICAS ....uveeieeiuieeeeeiireeeeeiiteeeeeireeeeeeerreeeeeeseeeeeeessseeeeessaseeensseeanns 79

XVII



4 RESULTADOS ..ot e e e seeseese e seeseeseesseesaseeseassseesessaseese s seesaseaseessessaseesenne 81

4.1. Incidencia de la infeccion GONOCOCICA .....uvevrruveirireiriieeeiieeeieeeieeeeieeesaeeesaeens 83
4.2. Caracteristicas demograficas de 10s pacientes........cccceeevveervveerieeeniieenseeeeneeenn. 83
4.3. Caracteristicas de 1as MUESITAS........eviiiveieerirerereeeeeieiirrereeeeeeeeerrrerereeeessessnsenes 84
4.4. Sensibilidad antimicrobiana...........cccceeeeuieeiieiiiieecceee e 84
4.4.1. Difusion en agar diSCO-Placa ........coecueererueerriiierniieeriieenrieeerreeereeesreeesrneenane 84
4.4.2. DIlUCION €11 QAT ...cevvveiriieiiiieieiieeniteseite et e ssteessreessateesssaeessasaessseesssaesnnns 86
e TR S 1) AU RRRNt 87

4.4.4. Aislados multirresistenes y de resistencia extendida de N. gonorrhoeae.... 88
4.4.5. Correlacion entre los diferentes métodos de sensibilidad antimicrobiana .. 89
4.5.1. Clasificacion de los secuenciotipos en En0ogrupos .......ceeeevveeeeveeecrveessvneennns 94

4.5.2. Relacidn entre secuenciotipos y las caracteristicas demograficas del paciente

4.5.3. Relacidon entre secuenciotipos/genogrupos y resistencia antimicrobiana.... 96

5. DISCUSION .....ccumiunirrimrineimeniseseeasesaessesase e ssesssesssessessseseesssssesassssesssesssssessnessnces 101
5.1. Incidencia de la infecciOn ONOCOCICA ........ceeeuveeeerieeecieeeireeeeeeeiee e e 103
5.2. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana..........c.cceeeveeeeeeiveeeeeeiveeeeeeneeeeeenneeeens 104
5.3. Comparacion de técnicas de sensibilidad antimicrobiana ............ccccceeeeveeenneen.. 113
5.4. Caracterizacién molecular de Neisseria gonorrhoeae...............ccceeevuveeeeeunnennn. 114

5.4.1. Prevalencia de secuenciotipos ¥ ZENOZIUPOS......ccceeveeeeeerrreeeerrrreeeensrvneeenanns 114
5.4.2. Relacion entre ST y resistencia antimicrobiana.........ccccceeeeveeecieeeecieeeecneennns 116

5.5. Limitaciones del €StUAIO .....ccouveeeeecieiieeeieee ettt aare e 118
6. CONCLUSIONES ....cuttitiititetentesterteetesre et sie et ste st esseebessesesesstesstesbesmtessessesanes 121
7. BIBLIOGRATFTA ..ottt ettt ettt e sns 125

XVIII



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

XIX






A. Indice de figuras
Figura 1. Incidencia de la infecciéon gonococica en el ano 2014.

Figura 2. Formula desarrollada para calcular la cantidad (en mg) de sustancia valorada

necesaria para conseguir la concentracion deseada.

Figura 3: Distribucién por edad y género de los 253 pacientes cuyas edades estaban

disponibles.

Figura 4: Tipos de muestra analizadas en el trabajo. La muestra sanguinea no esta

representada en el grafico por su baja presencia (1 muestra, 0,28% del total).

Figura 5. Regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los métodos E-test y

difusion en agar disco-placa para azitromicina.

Figura 6. Regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los métodos diluciéon

en agar y difusion en agar disco-placa para cefixima.

Figura 7. Regresion lineal de los resultados obtenidos en los métodos dilucion en agar

y difusion en agar disco-placa para ceftriaxona.

Figura 8. Regresion lineal de los resultados obtenidos con el método de difusiéon en

agar disco-placa con eritromicina y azitromicina.
Figura 9. ST predominantes observados mediante la técnica NG-MAST.

Figura 10: Distribucion de los ST representados por los aislados de N. gonorrhoeae

resistentes o con sensibilidad intermedia a 2 0 m4s antimicrobianos.

XXI



B. indice de tablas
Tabla 1. Frecuencias de la gonorrea en las regiones de la OMS en el afio 2008.

Tabla 2. Incidencia (casos por 100.000 habitantes) de la gonorrea en hombres en el afio

2014 en las regiones de la OMS.

Tabla 3. Antibidticos testados en la técnica de difusiéon en agar disco-placa. Se
especifican sus concentraciones, los rangos del control de calidad y los puntos de corte

establecidos.

Tabla 4. Antimicrobianos utilizados en el método de dilucién en agar y puntos de corte
clinicos establecidos por EUCAST.

Tabla 5. Antimicrobianos utilizados en el método de dilucion en agar y puntos de corte

clinicos establecidos por CLSI.

Tabla 6. Puntos de corte clinicos establecidos por EUCAST para la interpretacion de la

sensibilidad de N. gonorrhoeae a azitromicina.
Tabla 7. Interpretacion de la V de Cramer.
Tabla 8. Interpretacion del coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla 9. Valores estadisticos calculados a partir de los didmetros de halo producidos por

los 360 aislados de N. gonorrhoeae en presencia de cada antimicrobiano.

Tabla 10. Interpretacion de los resultados logrados con el método de difusién en agar

disco-placa.

Tabla 11. Distribucion de las CMI;5, y CMI,, de cefixima y ceftriaxona en el periodo de

estudio.

Tabla 12. Distribucién y CMI de los aislados de N. gonorrhoeae con sensibilidad

intermedia y resistencia a azitromicina obtenidos mediante el método E-test.
Tabla 13. Distribucién de las CMI5, y CMI,, de azitromicina en el periodo de estudio.

Tabla 14. Distribucion de los aislados de N. gonorrhoeae MR de acuerdo a
Tribuddharat et al. (2017).

Tabla 15. Concordancia categorica entre los resultados obtenidos para azitromicina

mediante las técnicas E-test y difusion en agar disco-placa.

Tabla 16: Genogrupos obtenidos y ST que forman cada genogrupo.

XXII



Tabla 17: Caracteristicas de los pacientes de infeccion gonocdcica representados en los

ST y genogrupos predominantes.

XXIIT



XXIV



1. INTRODUCCION






1.1. Caracteristicas generales de Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae es una bacteria del género Neisseria, el cual cuenta con
un total de 28 especies. 10 de ellas estan presentes en el ser humano y 2 de ellas, N.
gonorrhoeae y Neisseria meningitidis, son patdégenos humanos estrictos. Las 8 especies
restantes estan presentes en superficies mucosas de la orofaringe y nasofaringe, y
ocasionalmente colonizan las membranas mucosas anogenitales. Su virulencia es

limitada y generalmente producen infecciones oportunistas (1).

N. gonorrhoeae es una bacteria Gram negativa, con un diametro de 0,6 — 1,0 um.
Es un diplococo, es decir, una bacteria esférica que aparece unida en pares. Ademas, los
lados adyacentes de las dos bacterias estdn aplanados, lo que les da un aspecto de grano
de café. Es oxidasa positivo (tiene el enzima citocromo c oxidasa) y catalasa positivo
(tiene el enzima catalasa). Produce acido a partir de la oxidacion de glucosa (no mediante
fermentacion), aunque no puede oxidar otros carbohidratos, lo que ayuda a diferenciar
a N. gonorrhoeae de otras especies del género Neisseria. Es nutricionalmente exigente,
ya que requiere de aminoacidos, purinas, pirimidinas, vitaminas y otros nutrientes para
su crecimiento. Por lo tanto, crece en medios enriquecidos como el agar chocolate y el
agar GC-LECT™, pero es incapaz de crecer en el agar sangre. La temperatura 6ptima de
crecimiento es de 35 — 37°C, y necesita una atmosfera himeda suplementada con cerca
de un 5% de CO.. Todas estas caracteristicas hacen que la recuperacion de células a partir
de las muestras sea complicada, pero el microorganismo puede transmitirse por via

sexual con relativa facilidad (1).

1.1.2. Estructura de la pared celular

La estructura de la pared celular de N. gonorrhoeae es la tipica de las bacterias
Gram negativas, con una fina capa de peptidoglicano entre la membrana citoplasmética
interior y la membrana exterior. La pared celular tiene una gran importancia para el
gonococo, pues contiene una variedad de proteinas y otras macromoléculas que le

ayudan en la patogénesis e inmunidad, las cuales se presentan a continuacion (1):

e Pili: Los pili estan formados por subunidades proteicas repetidas que se
extienden de la membrana citoplasméatica hasta la membrana exterior. La
expresion de los pili estd controlada por el complejo de genes pil, y estan
presentes en las especies patogénicas y no patogénicas del género Neisseria. Los
pili tienen una variedad de funciones, como la union a las células hospedadoras,
transferencia de material genético y movilidad. La expresion de los pili esté
asociada a la virulencia de N. gonorrhoeae, ya que los pili permiten la unién del

gonococo a células epiteliales no ciliadas y aportan resistencia frente a los
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neutrofilos. Los pili tienen una region conservada en el terminal amino, pero
también tienen una region altamente variable en el terminal carboxilo expuesto
en el exterior. Este terminal carboxilo puede sufrir fosforilaciones y
glicosilaciones, y esta asociada a una segunda proteina, PilC, que contribuye a su
diversidad antigénica. Esta diversidad, junto a la variacion de las fases en la
expresion de los pili, contribuye a la falta de inmunidad en los casos de
reinfeccion de N. gonorrhoeae. Esto complica los intentos para desarrollar
vacunas efectivas contra la gonorrea (1).

Porinas: Las porinas son una familia de proteinas integrales de la membrana
exterior que forman poros o canales que permiten el transporte de nutrientes al
interior de la célula y la salida de residuos al medio exterior. N. gonorrhoeae
cuenta con dos genes de porinas: porA y porB, aunque el primero esta silenciado.
Por el contrario, la proteina PorB, producida por el gen porB, es la principal
proteina de la membrana exterior de N. gonorrhoeae (supone aproximadamente
el 60% de las proteinas de la membrana exterior) y su funcionalidad activa es
esencial para la supervivencia del gonococo. PorB es esencial para la virulencia
de N. gonorrhoeae porque interfiere con la degranulacion de los neutréfilos y
protege al gonococo de la respuesta inflamatoria de la célula hospedadora.
Ademas, PorB, junto con otras adhesinas, permite la invasion de las células
epiteliales por parte del gonococo. Por tltimo, la expresion de algunos antigenos
PorB protege al gonococo del sistema del complemento. Aunque puede parecer
una diana adecuada para desarrollar una vacuna, su alta diversidad (se expresa
como dos clases de antigenos, PorB1A y PorB1B, y cada una tiene varias variantes
serologicas) lo convierte en una diana inadecuada (1).

Proteinas de opacidad (proteinas Opa): Son una familia de proteinas de la
membrana que participan en la union a células epiteliales y fagociticas, ademas
de en la senalizacion entre células. Los gonococos expresan multiples alelos de
estas proteinas. Las colonias que expresan las proteinas Opa son opacas en los
cultivos, de ahi el nombre. Estas colonias son més frecuentes en pacientes con
infeccion localizada (es decir, endocervicitis, uretritis, faringitis y proctitis),
mientras que las colonias transparentes son comunes en casos de inflamaci6on
pélvica e infecciones diseminadas.

Proteinas modificables por reduccion (Rpm): Estas proteinas de la
membrana exterior estimulan la produccion de anticuerpos bloqueantes que
interfieren con la actividad bactericida del sérum, protegiendo asi al gonococo

(1).



¢ Receptores del hierro: El hierro es esencial para el crecimiento y metabolismo
de los gonococos. Estos son capaces de competir con el hospedador humano para
captar hierro gracias a receptores especificos de la superficie bacteriana que se
unen a la transferrina del hospedador (proteinas de unién a transferrina, Tbp).
La especificidad de esta unién es probablemente la razon por la que el gonococo
es un patégeno estricto del ser humano. Los gonococos cuentan con otros
receptores en la superficie capaces de unirse a otros complejos de hierro del
hospedador, como la lactoferrina y la hemoglobina.

e Lipooligosacarido (LOS): Es otro antigeno principal de la membrana
exterior. Esta formado por un lipido A y un nicleo de oligosacarido, pero carece
del polisacarido antigeno-O propio de los lipopolisacaridos (LPS). El centro del
lipido A posee actividad de endotoxina. N. gonorrhoeae libera de forma
espontéanea vesiculas de la membrana exterior durante el crecimiento celular, las
cuales contienen LOS y proteinas de la superficie. Las vesiculas aumentan la
toxicidad mediada por endotoxinas y protegen las bacterias uniéndose a los
anticuerpos especificos para proteinas.

e Otros: N. gonorrhoeae produce una proteasa que corta la region bisagra
(“hinge”) del anticuerpo IgA1. Debido al corte se crean fragmentos Fc y Fab
inactivos que no afectan al gonococo. Algunas cepas gonococicas también

producen B-lactamasas que pueden degradar la penicilina (1).

1.1.3. Patogénesis e inmunidad

Los gonococos se unen a las células mucosas, penetrando en ellas y
multiplicAndose. Después atraviesan las células y pasan al espacio subepitelial, donde se
produce la infeccion. Los pili, PorB y las proteinas Opa median la uni6n y la penetracion
a las células hospedadoras. Los LOS de los gonococos estimulan la liberacion de factor
de necrosis tumoral a (TNF- a), una citoquina proinflamatoria que causa la mayoria de

sintomas asociados a la gonorrea (1).

El sistema inmune produce una variedad de respuestas contra la infeccion
gonococica. Produce una respuesta humoral (basada en las macromoléculas del sistema
inmune, como los anticuerpos) minima contra PorB, pero alta contra las proteinas Opa,
pili y LOS. Los anticuerpos producidos son IgA1 e IgG, principalmente el segundo.
Ademas, los anticuerpos producidos contra LOS activan el sistema del complemento,

liberando los componentes C5a que tienen un efecto quimiotactico contra los neutroéfilos

(1).



Sin embargo, N. gonorrhoeae puede suprimir la respuesta inmune mediante
diferentes mecanismos. Se ha observado que puede suprimir la respuesta de las células
T CD4 (2,3) y de los anticuerpos producidos por las células B (4) in vitro. Estos efectos
estan regulados por la union de las proteinas Opa a la molécula celular de adhesion 1 a
los antigenos carcinoembriénicos humanos (“human carcinoembryonic antigen cellular
adhesion molecule 1”, CEACAM1) de los linfocitos (2,4). Por otro lado, los LOS sufren
variaciones de fase frecuentes en la estructura de su cadena polisacarida lateral, ademas
de sufrir siliaciones (introducciéon de un grupo silil, R5Si), lo que aumenta la resistencia
del gonococo al efecto bactericida del sérum, pero reduce la capacidad de invasion.
Ademas, los LOS siliados enmascaran parcialmente los PorB de la membrana exterior,
reduciendo la capacidad de los anticuerpos monoclonales para unirse a PorB en un 50%
(5). Rpm es un inmundgeno potente que causa la produccion de anticuerpos IgG e IgA1,
pero éstos pueden bloquear la actividad de los anticuerpos bactericidas dirigidos contra
PorB y LOS (6). PorB no sufre variaciones de fase como los LOS, pili y proteinas de
opacidad, pero puede unirse a C4bp y al factor H, dos proteinas que regulan el sistema

del complemento (7-10).
1.2. Epidemiologia y transmision

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la incidencia global
estimada para la gonorrea fue de 87,7 millones de casos en 2005, 106,1 millones en 2008
(11) y 78,3 millones en 2012 (12). La Tabla 1 resume las frecuencias de la gonorrea en las

regiones de la OMS en el afio 2008.

Tabla 1. Frecuencias de la gonorrea en las regiones de la OMS en el afio 2008 (11).

Incidencia por . Incidencia | Prevalencia
.. L. Prevalencia (%)
Region 1.000 individuos global global
OMS X . (millones (millones
Varones | Mujeres | Varones | Mujeres
de casos) de casos)
Africa 60,3 49,7 2,0 2,3 21,1 8,2
Américas 27,6 18,5 0,7 0,8 11,0 3,6
Sureste
. 37,0 16,2 1,2 0,8 254 9,3
Asiatico
Europa 7,0 8,3 0,2 0,3 3:4 1,0
Mediterraneo
11,6 8,1 0,3 0,3 3,1 1,0
Este
Pacifico Oeste 49,9 34,9 1,3 1,5 42,0 13,3




De acuerdo a la OMS, la incidencia de la infeccion gonococica se ha reducido del
ano 2008 (106,1 millones) al afio 2012 (78,3 millones). Sin embargo, la OMS advierte
que los datos de incidencia del ano 2012 no pueden compararse con los datos de
incidencia estimadas por la OMS en afios anteriores debido al uso de diferentes métodos
para la realizaci6n de la vigilancia epidemiologica (12). La OMS también reporté una
incidencia global en hombres de 25,5 casos por 100.000 habitantes en el afio 2014. La

Tabla 2 presenta los datos de incidencia en hombres en el afio 2014 desglosado por
regiones de la OMS.

Tabla 2. Incidencia (casos por 100.000 habitantes) de la gonorrea en hombres en el afio

2014 en las regiones de la OMS (12).

: Incidencia (casos por 100.000
.. Paises reportando .
Regién OMS habitantes)
datos X
Mediana (rango)
Africa 5 50,1 (7,2-238,0)
América 18 29,3 (1,9-153,3)
Mediterraneo
6 3,2 (0,9-385,5)
Este
Europa 9 25,5 (2,9-61,2)
Sureste Asiatico 4 7,0 (2,4-20,4)
Pacifico Oeste 11 88,6 (0,5-317,1)
Promedio 53 25,2 (0,5-385,5)

Desde 2005 hasta 2008 la tasa de la gonorrea ha aumentado un 21% (11) debido

principalmente a los siguientes factores:

e Aumento de la poblacién, aumentando asi el nimero de jévenes en la poblacion
sexualmente activa

e Aumento de las revisiones sobre la poblacion estimada de la gonorrea en todas
las regiones globales de la OMS, excepto en Europa y Mediterraneo Este.

e Cambios sociales que han facilitado la propagaciéon de las enfermedades de

transmision sexual (ETS) y cambios en las medidas de prevencion.



La OMS indica que existe una gran incertidumbre sobre las estimaciones regionales
y globales de las ETS. Por lo tanto, recomienda centrarse en los siguientes factores para

lograr datos de mayor fiabilidad (11):

e Prevalencia: Hoy en dia se cuenta con pocos estudios de prevalencia de calidad.
Son necesarios mas estudios de poblaciones urbanas y rurales de bajo riesgo,
clasificados por edad y sexo. También se requiere la mejora de los estudios de
vigilancia para monitorizar la incidencia.

e Duracion de la infeccion: Los factores que determinan el tiempo de duracion de
la infeccion son el patogeno, la busqueda de poblacion susceptible por parte de
los servicios de salud y el acceso de la poblacion a dichos servicios. La informacion
limitada que se tiene sobre estos tres factores lleva a que las estimaciones sobre
la duracion de la infeccion sean imprecisas.

Esta informacion ayuda a conocer mejor la carga de las ETS y a mejorar las
intervenciones que se realizan contra las mismas, ademéas de lograr mas recursos y apoyo

politico.
1.2.1. Epidemiologia en los Estados Unidos de América

La gonorrea es la segunda enfermedad de declaracion obligatoria méas frecuente
en los Estados Unidos de América (EEUU), aunque su incidencia ha disminuido un 74%
de 1975 a 1997 gracias a la implantacion del programa nacional para el control de la
gonorrea a mediados de 1970. La incidencia ha aumentado en el periodo 2009-2012 (de
98,1 a 106,7 casos por 100.000 habitantes), se ha reducido a 105,3 casos por 100.000
habitantes en 2013 y ha aumentado a 110,7 casos por 100.000 habitantes en 2014. Los
datos mas actualizados corresponden al afio 2015, con un total de 395.216 casos, lo que
supone una incidencia de 123,9 casos por 100.000 habitantes (13). El aumento de casos
observados de 2014 a 2015 es de un 12,80%, y de 2009 a 2015 de un 26,30%. De todos

los afios estudiados (de 1941 a 2015), la menor incidencia se registr6 en 2009.

A continuacion se presentan los datos epidemiolégicos de los EEUU detallados

por regiones, género de los pacientes, grupos de edad y etnias (13):

e Incidencia por regiones: La Regién Sur tenia la mayor incidencia en el afio 2015
(146,3 casos por 100.000 habitantes) de entre las 4 regiones, seguida por la
Region Oeste (118,0 por 100.000), Centro Oeste (115,7 por 100.000) y Noreste
(94,2 por 100.000). De 2014 a 2015 la incidencia ha aumentado en el Oeste
(18,1%), Sur (12,6%), Noreste (11,6%) y Centro Oeste (8,9%).

e Incidencia por géneros: La incidencia en hombres ha aumentado un 44,2% entre

2011y 2015 y disminuido un 0,7% en mujeres. Entre 2014 y 2015 ha aumentado
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un 18,3% en hombres y disminuido un 6,8% en mujeres. En el afio 2015 la
incidencia ha sido de 140,9 casos por 100.000 habitantes en hombres y 107,2 en
mujeres.

Incidencia por grupos de edad: En 2015, el 92,7% de los casos de gonorrea fueron
detectados en pacientes de entre 15 y 44 afios. La mayor incidencia se observé en
mujeres de 20-24 afos (546,9 casos por 100.000 habitantes), mujeres de 15-19
afos (442,2 por 100.000), hombres de 20-24 afios (539,1 por 100.000) y
hombres de 25-29 afios (448,8 por 100.000). De 2014 a 2015, la incidencia ha
aumentado en todos los grupos de edad entre 15 y 44 afos.

Incidencia por etnias: La mayor tasa en 2015 pertenecia a los negros (424,9 casos
por 100.000 habitantes), seguidos por los americanos nativos (192,8 por
100.000), hispanos (80,5 por 100.000), blancos (44,2 por 100.000) y asiaticos
(22,9 por 100.000). Entre los afios 2011 y 2015 la tasa ha aumentado en todas las

etnias, excepto en los negros (reduccion del 4,0%).

1.2.2. Epidemiologia en la Union Europea

En 2014 se reportaron datos de 27 paises pertenecientes a la Union Europea y al

Area Econémica Europea (UE / EEA). Se reportaron 66.413 casos, un 25% superior a los

52.995 casos de 2013. En 2014 se report6 una incidencia de 20 casos por 100.000

habitantes. El 58% de los casos pertenecian al Reino Unido (14).

Incidencia por sexo: El ratio hombre/mujer en 2014 era de 2,7:1 (45.328 hombres
y 16.490 mujeres). La incidencia de los hombres era de 35 casos por 100.000
habitantes y la de las mujeres 10 por 100.000. El mayor ratio hombre/mujer se
reporto6 en Grecia (14,1:1).

Incidencia por paises: La mayor incidencia en 2014 se reporto en el Reino Unido
(60 casos por 100.000 habitantes), Irlanda (28 por 100.000), Dinamarca (20 por
100.000) y Lituania (18 por 100.000). Las tasas mas bajas se observaron en
Croacia, Chipre, Luxemburgo y Rumania (todos <1 caso por 100.000 habitantes).
Incidencia por grupos de edad: Los grupos de edad con mayor incidencia en 2014
fueron los de 15-24 afios (38% de los casos) y 25-34 anos (34% de los casos). Entre
2004 y 2013 se redujo la incidencia en los menores de 25 afios pero aumento6 en
el resto de grupos. De 2013 a 2014 aument6 la incidencia en todos los grupos de
edad.

Transmisién: Las categorias de transmision en 2014 eran las relaciones
heterosexuales (49% de los casos), hombres que tienen sexo con hombres (HSH)
(44%) y desconocidos (7%). Los casos de HSH fueron el 65% de los casos de

hombres en 2014.



1.2.3. Epidemiologia en Espaia

En Espafia, la informacioén epidemiologica sobre ETS es reportada por la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE). RENAVE report6 4.562 casos en
2014, con una incidencia de 9,82 casos por 100.000 habitantes, superior al afio 2013

(7,11 por 100.000 habitantes) (15).

La incidencia ha aumentado un 187,01% desde 2005, cuando se informé de 1.155
casos (2,91 por 100.000 habitantes). En 2014, la distribucién de la incidencia por
comunidades auténomas presenta un rango muy amplio, entre 1,19 y 21,21 casos
por 100.000 habitantes. Tal y como se observa en la Figura 1, las tasas de incidencia mas
elevadas se registraron en Catalufia (21,21 por 100.000 habitantes), Baleares (17,67),
Madrid (15,30) y Comunidad Valenciana (9,42). Las mas bajas se notificaron en Melilla

(1,19), Murcia (1,91), Extremadura (2,19) y Castilla y Le6n (2,53). Ceuta no notifico casos.

“'\
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Figura 1. Incidencia de la infeccion gonocdcica en el afio 2014 (15).

De los 4.562 casos reportados, solo los aportados por el Sistema de Informacion
Microbiolégica (SIM), 1.656 casos, aportan informacion sobre las caracteristicas de los
casos (15). De estos 1.6561 casos, los hombres representaban el 87,8%, similar al 88,5%
del afio 2013, y el grupo de edad de 25-34 afios representaba el 40,6% de los casos,

similar al 40,9% del afio 2013.
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1.3. Manifestaciones Clinicas
1.3.1. Infecciones uretrales

En hombres, N. gonorrhoeae causa uretritis aguda con disuria y secreciones
uretrales. El periodo de incubacion suele ir de 2 a 7 dias. Tras este tiempo, entre el 95%
y 99% de los hombres infectados sufre secreciones uretrales purulentas. Cerca del 2,5%
de los casos son asintomaticos, y puede ascender al 5% en los casos de gonorrea
urogenital. Cuando la infeccion no es tratada, la mayoria de los casos se solucionan de
forma espontanea, pero ocasionalmente pueden producirse complicaciones como
epididimitis, linfangitis de pene, prostatitis aguda, abcesos periuretrales, vesiculitis

seminal, infeccion de las glandulas de Tyson y las de Cowper y estenosis uretral (16).

En mujeres, la infecciobn se presenta principalmente en el endocérvix,
produciéndose una infeccién uretral concomitante en el 70-90% de los casos. Aunque la
infeccion en mujeres es altamente asintomatica (al menos del 50%) (17), tras un periodo
de incubacion de 8 a 10 dias, pueden presentar secreciones cervicovaginales, hemorragia
intermenstrual o anormal y dolor pélvico y/o abdominal (16). La infeccién del epitelio
vaginal escamoso es poco comun en mujeres postpubertales, y la uretra es la principal
zona de infecciébn en mujeres con histerectomias. La infeccion de las glandulas de
Bartolino y las de Skene puede producirse en un tercio de las mujeres con infecciéon
genital, y la manipulacion cuidadosa de estas glandulas puede proporcionar material
purulento para la examinacién directa y cultivos. La gonorrea endocervical puede
complicar el embarazo y puede causar aborto espontineo, corioamnionitis, ruptura
prematura de membranas, parto prematuro y morbilidad infantil. Los nifios nacidos de
mujeres infectadas pueden sufrir una infeccién faringea o conjuntival (ophthalmia
neonatorum). La infeccién puede agravarse en el 10-20% de los casos y puede causar
enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) aguda, manifestada como salpingitis (infeccion
de las trompas de Falopio), endometritis y/o abcesos tubo-ovaricos. Todas ellas pueden
resultar en cicatrices, embarazo ectopico, esterilidad y dolor pélvico créonico (18). Los
sintomas de EIP gonococica incluyen dolor abdominal inferior, secreciones y
hemorragias cervicales anormales, dolor al moverse, fiebre y leucocitosis periférica. La
EIP causada por N. gonorrhoeae ocurre generalmente al comienzo de la infecciéon y

normalmente durante o poco después del comienzo de la menstruacion.

1.3.2. Infecciones faringeas y anorrectales

N. gonorrhoeae puede causar infecciones faringeas y anorrectales. Las
infecciones orofaringeas se producen en HSH y mujeres heterosexuales que tienen

contactos sexuales orogenitales. Las infecciones orofaringeas suelen ser asintomaticas,
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pero pueden causar faringitis exudativa aguda o amigdalitis con linfadenopatia cervical

(19).

La infeccion anorrectal se produce principalmente en HSH debido al sexo anal
sin proteccion. También pueden sufrirlo las mujeres, pero se debe mayormente a la
contaminacion perianal debido a secreciones cervicovaginales. La infeccion rectal suele
ser asintomaética, pero pueden causar proctitis aguda con dolor anorrectal, secreciones
mucopurulentas, hemorragia, “tenesmus” y estrefiimiento a los 5-7 dias desde el
comienzo de la infeccién (20). La examinacion anoscopica del canal anal revela una
mucosa rectal edematosa y eritromatosa, ademas de secreciones purulentas asociadas a

las criptas anales.
1.3.3. Infeccion gonocoécica diseminada

En el 0,5-3% de los casos, los gonococos pueden invadir el torrente sanguineo y
causar una infeccién gonocécica diseminada (IGD) (21). Esta puede causar diversas
infecciones en zonas genitales y extragenitales, y los individuos con deficiencias de
componentes del complemento (C7, C8 o C9) pueden sufrir episodios repetidos de IGD
(22). La IGD produce fiebre poco intensa, escalofrios, lesiones hemorragicas en la piel,
tenosinovitis, poliartralgias migratorias y artritis franca. Las lesiones de piel suelen
producirse en las extremidades, suelen ser dolorosas y aparecen como papulas que
evolucionan en pustulas necroticas en una base eritomatosa. En el 30-40% de los casos,
los gonococos del torrente sanguineo pueden transmitirse a una o més articulaciones y
causar artritis gonocdcica purulenta y destructiva (23). Las articulaciones afectadas
suelen ser las de rodillas, codos, mufiecas, dedos o tobillos. Las complicaciones poco
comunes de la IGD incluyen endocarditis y meningitis. La endocarditis suele producirse
en la valvula aortica y sigue un curso rapido y destructivo (24), mientras que la
meningitis gonococica tiene las caracteristicas tipicas de la meningitis causada por otros
microorganismos. Otras complicaciones son la pericarditis, derrames pericardiales y
sindrome de dificultad respiratoria. La IGD puede presentarse de forma atipica en
individuos con enfermedades subyacentes, como la infeccion del virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) y lupus sistémico eritematoso (25).
1.3.4. Infeccion ocular

Los recién nacidos de mujeres infectadas con N. gonorrhoeae pueden sufrir una
infeccion ocular durante el parto vaginal, conocido como ophtalmia neonatorum, pero
también se han detectado casos de infeccion ocular a través de secreciones genitales en
adultos (26). Ademas, el personal de laboratorio puede infectarse accidentalmente si no

se protegen los ojos de forma adecuada. La infecciéon ocular causa celulitis periorbital
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dolorosa, secreciones purulentas abundantes, inyecciéon conjuntival, edema de los
parpados, eritema de los parpados, y queratitis epitelial y estromal. También se han
descrito casos de infeccidon ocular producida por Neisseria cinerea, asi que es esencial la

identificacion de diplococos gran negativos y oxidasa positivos de muestras oculares (27).
1.3.5. Infeccion en recién nacidos y niios

La infeccion en recién nacidos se debe a la contaminacién ocular durante el parto
vaginal, pero la infeccidon mas tardia es indicador de abusos sexuales (28). En niias, los
gonococos causan vaginitis con secreciones en vez de cervicitis, ya que el epitelio de la
vagina prepubertal estd formada por células epiteliales columnares, aquellas que N.
gonorrhoeae infecta preferentemente. Al comienzo de la pubertad, estas células
vaginales son reemplazadas por el epitelio escamoso estratificado que es menos
susceptible a la infeccion gonocoécica. La infeccidon uretral en nifios varones es muy
similar a la de adultos. Las infecciones faringeas y rectales son generalmente

asintomaticas, como en adultos.
1.3.6. Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis

La perihepatitis asociada a enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), también
denominada sindrome de Fitz-Hugh-Curtis (SFHC), es un proceso que afecta a la capsula
hepética y al peritoneo adyacente, bien por infeccién directa, bien por fenémenos
inflamatorios locales mediados por mecanismos inmunes desencadenados por

Chlamydia trachomatis o N. gonorrhoeae (29).

1.4. Coinfeccion con otras infecciones de transmision sexual

La infecci6on gonococica, debido a su corto periodo de incubacion, es un buen
indicador de practicas sexuales de riesgo, y frecuentemente se asocia a la transmision de
otras infecciones de transmision sexual (ITS) concurrentes. Existen mas de 30 patégenos
bacterianos, virales y parasitarios que se transmiten por via sexual, aunque algunos de
ellos también pueden ser adquiridos por otras vias. El fracaso para frenar la transmision
de la gonorrea también promueve la transmision de otras ITS tan importantes como la
infeccion por el VIH (30). A continuacién se exponen algunas ITS que pueden asociarse

a la infeccidn gonococica.
1.4.1. Virus de la inmunodeficiencia humana

El VIH es un virus que ataca las células CD4 del sistema inmune del cuerpo
humano. Sila infeccion no es tratada, el virus puede destruir tantas células que el sistema
inmune no puede defenderse adecuadamente de otras infecciones y enfermedades, como

pueden ser las infecciones oportunistas o cancer. En 2010 se estim6 un total de 34
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millones de personas con VIH y 2,7 millones de nuevos casos (31). La infeccion pasa por

tres fases:

e Infeccion aguda: Esta fase comienza a las 2-4 semanas desde que se produjo la
infeccion. Durante esta fase se sufren sintomas no especificos, los cuales duran
unas pocas semanas, y la concentracién de virus en plasma y secreciones
genitales es muy alta, por lo que es muy contagioso (32).

e Latencia clinica: El virus esté activo pero se reproduce a niveles muy bajos. El
paciente puede no tener sintoma alguno durante esta fase. La fase puede durar
mas de una década en individuos no tratados (33), pero en algunos casos progresa
rapidamente. Por el contrario, los individuos que estan tratados pueden
mantener esta fase durante décadas. Al final de la fase la concentracion de células
CD4 disminuye y la carga viral aumenta.

e Sindrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA): Los pacientes tienen un
sistema inmune muy danado, por lo que tienden a sufrir enfermedades graves.
Un individuo con SIDA y sin tratamiento suele vivir alrededor de 3 afios, pero con
el tratamiento adecuado se puede vivir un tiempo similar a la de cualquier
individuo sano (34,35). Los sintomas tipicos del SIDA son fiebre, sudor, debilidad

y pérdida de peso. En esta fase el virus es muy contagioso por la gran carga viral.

La infeccion es diagnosticada mediante técnicas que detectan anticuerpos contra
HIV-1y HIV-2 y pruebas viroldgicas que detectan antigenos o ARN del virus. Se suele
realizar un inmunoensayo de anticuerpos o combinaciéon de anticuerpos y antigenos.
También se utilizan pruebas serologicas que tienen una alta sensibilidad y detectan todos
los subtipos de VIH-1, y muchos de ellos detectan también VIH-2 y variantes poco
frecuentes de VIH-1. Sin embargo, estas pruebas suelen dar resultados falsos negativos
en la fase aguda de la infeccién, por lo que se tiende a creer que el paciente no esti

infectado.

El tratamiento contra el VIH, conocido como terapia antiretroviral (TAR), ayuda
a ralentizar las fases de la enfermedad y prevenir el cambio de fases. Ademas, reduce
considerablemente la probabilidad de transmision del virus. Se cuenta con 25
antiretrovirales divididos en 6 clases aprobados por el “Food and Drug Administration”

(FDA), y el tratamiento consiste en la combinacién de algunos de ellos (36).
1.4.2. Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es una bacteria que causa la ETS conocida como clamidiasis. La
OMS estim6 en 2008 un total de 106 millones de casos nuevos entre adultos, siendo la

infeccion mas prevalente junto con la infeccion gonococica (11). La mayoria de infectados
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por C. trachomatis son asintomaticos, pues solo el 10% de los hombres y el 5-30% de las
mujeres desarrollan sintomas (37,38). El periodo de incubaciéon no esta bien definido,

pero los sintomas no suelen aparecer has varias semanas después de la infeccion.

C. trachomatis es transmitida principalmente a través de contactos sexuales,
pero puede transmitirse también de una madre al neonato durante el parto, causando
ophtalmia neonatorum (conjunctivitis) o neumonia en el neonato. En mujeres, la
bacteria infecta inicialmente el cérvix, causando los sintomas de la cervicitis (secreciones
mucopurulentas endocervicales y hemorragia endocervical), y en ocasiones la uretra,
causando disuria, piuria etc. La infeccion puede extenderse al tracto reproductor
superior (utero y trompas de Falopio), causando EIP, que puede ser asintomatica (EIP
subclinica) (39) o aguda, con dolor pélvico y/o abdominal. Los hombres sintomaticos
suelen sufrir uretritis, con secreciones uretrales acuosas o mucosas y disuria, y una
minoria desarrolla epididimitis (40). La bacteria puede infectar el recto de mujeres y
hombres, ya sea por sexo anal o, en el caso de mujeres, desplazidndose desde el cérvix y
vagina (41,42). La infeccion anal suele ser asintomética pero puede causar proctitis. Si
los ojos de hombres y mujeres tienen contacto con secreciones genitales, pueden sufrir
conjuntivitis clamidial (43). La bacteria puede transmitirse a la garganta mediante sexo
oral, pero esta infeccion no estd considerada como una causa importante de faringitis
(42). En los paises en desarrollo esta extendido el linfogranuloma venéreo (LGV), otro
tipo de ETS causado por diferentes serovares de la misma bacteria, especialmente en
HSH (44).

Los métodos de diagnostico incluyen las técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos (TAAN) y cultivos principalmente. Inicialmente se utilizaron pruebas
serologicas, pero carecen la sensibilidad y especificidad adecuada. Las TAAN son las
pruebas de mayor sensibilidad y especificidad, y permiten la deteccion simultdnea de
C. thrachomatis y N. gonorrhoeae en una misma prueba. El tratamiento de eleccion
consiste en azitromicina o doxiciclina. Eritromicina, levofloxacino y ofloxacino son unos

antimicrobianos alternativos para el tratamiento.
1.4.3. Micoplasmas

Las micoplasmas son bacterias que carecen de pared celular. M. genitalium,
M. hominis, y las dos especies de ureaplasmas, U. urealyticum y U. parvum, son las
especies de relevancia clinica, aunque todos ellos se encuentran frecuentemente en el

tracto urogenital humano.
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Las ureaplasmas se encuentran en el 40-80% de las mujeres sexualmente activas
y M. hominis en el 20-50% (45—47), por lo que se consideran comensales del tracto
genital inferior. Sin embargo, estas bacterias se consideran causa de enfermedad en
pacientes con deficiencia de células B y nifios prematuros. M. genitalium causa el 15-
20% de uretritis no gonococica (UNG) y aproximadamente el 30% de uretritis persistente
o recurrente (45). También ha sido detectado en el recto, pero su presencia no parece
causar sindromes de proctitis clinica. En mujeres, puede ser encontrado en la vagina,

cérvix y endometrio, pero es frecuentemente asintomatico.

M. genitalium es un microorganismo de crecimiento lento y su cultivo puede
durar hasta 6 meses, por lo que las TAAN son el método recomendado. Al carecer de
pared celular, los antimicrobianos que atacan la biosintesis de la pared celular
(betalactdmicos incluyendo penicilinas y cefalosporinas) no son efectivos contra
M. genitalium. El antimicrobiano recomendado es azitromicina, pero el nimero de cepas
resistentes a azitromicina estd aumentando rapidamente (48). Un tratamiento
alternativo es moxifloxacino, que ha logrado tasas de curacion del 100% (49,50), pero en

Japon, Australia y EEUU se ha informado de casos de tratamientos fallidos (51—54).
1.4.4. Sifilis

La sifilis es una ETS cronica causada por la bacteria Treponema pallidum
subespecie pallidum, un microorganismo espiral. Se transmite mediante contacto
directo con tlceras sifiliticas, conocidas como chancro. Los chancros se crean
principalmente en genitales externos, vagina, ano y recto, aunque también en labios y
boca. La transmision se produce mediante relaciones sexuales y las mujeres

embarazadas pueden transmitirlo al feto.

La sifilis sigue unas fases que pueden durar desde semanas hasta afnos. La
primera es la fase primaria, la cual comienza cuando se detecta el primer chancro,
generalmente en la localizacién donde la bacteria entr6 en el cuerpo. Esta se produce
después de 9-90 dias de incubacion (17). El chancro se cura en 3-6 semanas con y sin
tratamiento, pero de no recibir un tratamiento adecuado, la infeccién puede pasar a la
segunda fase, conocida como fase secundaria. En ella aparecen erupciones cutaneas,
principalmente en las palmas de las manos y suelas de los pies, y/o lesiones de
membranas mucosas. Otros sintomas de la fase secundaria son fiebre, dolor de garganta,
fatiga, pérdida de peso, dolor de cabeza, etc. Estos sintomas desaparecen con y sin
tratamiento, pero al no recibir el tratamiento adecuado la infeccidn progresa a la tercera
fase, conocida como fase latente. La fase latente se divide en temprana, hasta los 12 meses

desde el inicio de la infeccibn, y tardia, a partir de 12 meses. Durante esta fase no hay
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sintoma alguno y puede durar varios afios. Sin embargo, el 15% de los individuos no
tratados pueden desarrollar la dltima fase, conocida como fase terciaria o tardia, que
suele aparecer a los 10-20 anos desde que se inici6 la infecciéon (55). En esta fase la
enfermedad puede dafiar 6rganos internos como el cerebro, nervios, ojos, higado, etc.
Algunos sintomas son la dificultad para coordinar los movimientos de musculos,
pardlisis, ceguera gradual y demencia, causando la muerte en algunos casos. Cuando la
bacteria invade el sistema nervioso central, conocido como neurosifilis, puede causar una
variedad de sintomas similares a otras enfermedades como las enfermedades de
Parkinson y Huntington, como dolor de cabeza, alteracion del comportamiento y

problemas de movimiento.

El método de diagnostico definitivo de la sifilis es la observacion de la espiroqueta
mediante microscopia de campo oscuro, aunque su uso es poco frecuente por dificultades
tecnologicas. Generalmente se emplean dos tipos de técnicas que analizan muestras de
sangre. Los primeros son las pruebas no treponémicas, que detectan anticuerpos
producidos contra antigenos no treponémicos que son liberados durante el dano celular
causado por la sifilis. Son técnicas sencillas y baratas, pero no son especificas para sifilis
y pueden producir falsos positivos (55). Los segundos son las pruebas treponémicas, que
detectan anticuerpos especificos contra la sifilis. El diagnoéstico recomendado consiste en

realizar una prueba treponémica y otra no treponémica.

El tratamiento contra la sifilis consiste en penicilina benzatinica G. Una sola
inyeccion intramuscular (2,4 millones de unidades) puede curar a un individuo con sifilis
en estado primario, secundario y latente temprana. Para curar la sifilis latente tardia o
latente de duracion incierta se administran 3 dosis, uno por semana. Para los alérgicos a
penicilina, algunas alternativas son doxicilina, tetraciclina y ceftriaxona (este tltimo para

tratar la neurosifilis) (55).
1.4.5. Virus del herpes simple

El herpes genital es una ETS causada por el virus del herpes simple (VHS) tipo 1
(VHS-1) o tipo 2 (VHS-2). Ambos tipos tienen una similitud del 40% del genoma y un

83% de las regiones codificantes de proteinas.

El virus se transmite a través del contacto con lesiones, superficies mucosas,
secreciones genitales o secreciones orales. Por lo general, el VHS-2 solo se transmite
mediante contactos sexuales con alguien que tenga una infeccion de VHS-2 genital. Una
vez en el cuerpo humano, el virus se replica en células epiteliales y es transportado al

ganglio sensorial de dicha localizacion (17).
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El periodo de incubacion es de 2-12 dias, con una media de 4 dias (56). La mayoria
de infectados por VHS-1 o VHS-2 son asintomaticos o tienen sintomas muy leves, por lo
que la mayoria de los afectados (el 87,4% en EEUU) no son conscientes de la infeccion
(57). En los casos sintomaticos aparecen una o mas vesiculas en o alrededor de genitales,
recto y boca. Las vesiculas se rompen y dejan ulceras dolorosas que curan en 2-4
semanas. Las manifestaciones clinicas del herpes genital primario y las recurrentes son
diferentes. El episodio primario tiene una lesion herpética de mayor duraciéon y sintomas
como fiebre, dolor de cabeza, dolor corporal y nodos linfaticos hinchados (58). Los
episodios recurrentes son comunes, especialmente durante el primer afio de infeccion.
Los sintomas de los episodios recurrentes son mas cortos y menos graves, incluyendo
dolor punzante en piernas, caderas y nalgas, ademas de la erupcion herpética. Aunque el
virus permanece en el cuerpo de forma indefinida, el nimero de episodios recurrentes se
reduce con el tiempo. Los episodios recurrentes son mucho menos frecuentes en las
infecciones genitales por VHS-1 que por VHS-2 (59). Tanto VHS-1 como VHS-2 pueden
causar complicaciones en individuos inmunosuprimidos, causando ceguera, encefalitis y

meningitis aséptica (58).

Los métodos de diagnoéstico incluyen cultivos virales y TAAN. Los cultivos
consisten en lograr el crecimiento viral y en la tincion de las células para diferencias VHS-
1 y VHS-2, pero los cultivos tienen baja sensibilidad, sobre todo ante lesiones
recurrentes. Las TAAN son mas sensibles y rapidas, y cada vez son mas utilizadas (60).
También se cuenta con pruebas serologicas que detectan anticuerpos contra el virus en
muestras de sangre, aunque algunas no diferencian entre VHS-1y VHS-2, y pueden darse
falsos positivos y negativos. Sin embargo, en casos de pacientes sintomaticos, las pruebas
serologicas pueden ser empleadas para determinar si se trata de una infeccidon primaria
o recurrente. Una infeccion primaria tendria un resultado positivo viroldgico y negativo
serologico, mientras que la infeccidn recurrente tendria resultados positivos en ambas

pruebas (61).

Se recomienda que todas las infecciones de herpes genital primarias sean tratadas
con terapia antiviral. Los antivirales recomendados son aciclovir, valaciclovir y
famciclovir. El tratamiento consiste en el uso de uno de estos antivirales durante 7-10

dias.
1.4.6. Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus icosaédrico sin envoltura con
ADN de doble hebra de aproximadamente 8 kb, el cual infecta la piel y superficies

mucosas del ser humano. Se han identificado cerca de 100 tipos de VPH y 40 de ellos
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pueden infectar el area genital (62). La mayoria de infecciones por VPH son
autolimitadas y asintomaticas. La mayoria de gente sexualmente activa se infecta con el

VPH al menos una vez en la vida (63,64).

En la mayoria de los casos el VPH no causa problemas de salud, pero en ocasiones
puede causar verrugas genitales y cancer. Entre los tipos de cancer que puede provocar
estan el cervical, de vulva, vagina, pene, ano y orofaringeo. El cancer puede tardar afios,
incluso décadas en desarrollarse después de que el individuo adquiera el VPH. Los tipos
de VPH que causan las verrugas genitales son los de bajo riesgo, principalmente los tipos
6y 11. Los que causan cancer son los de alto riesgo, principalmente los tipos 16 y 18 (65).
No existe una forma de saber si una persona con VPH desarrollard cincer o algin
problema de salud, pero aquellos con un sistema inmune débil (por ejemplo, infectados
por VIH) tienen una mayor probabilidad. Algunos tipos de VPH, principalmente los tipos
6 y 11, causan papilomatosis respiratoria recurrente, que consiste en la aparicion de
lesiones en el tracto respiratorio superior, y en ocasiones el inferior, causando una
morbilidad y mortalidad significativa (17). Las lesiones son benignas, pero recurren

frecuentemente después del tratamiento.

Para el diagnoéstico no se utilizan ni cultivos ni pruebas serologicas, pues son poco
sensibles. El principal método es la revision de cancer cervical, recomendado para
mujeres mayores de 30 afios, pero no para mujeres menores de 30, hombres y
adolescentes. Dado que el VPH es frecuentemente asintomaético, la mayoria de personas
no saben que lo tienen hasta que desarrollan las verrugas genitales o se les detecta alguna
anormalidad en las revisiones de cancer cervical. Algunos no lo descubren hasta que

desarrollan problemas de gravedad, como cancer.

Existe una vacuna efectiva que protege a hombres y mujeres contra las
enfermedades causadas por el VPH, canceres incluidos. El “Centers for Diseases Control
and Prevention” (CDC) recomienda que aquellos entre 11 y 12 afios sean vacunados (66).
También recomienda que las mujeres entre 21 y 65 aflos asistan a revisiones de cancer
cervical para prevenir su apariciéon. El tratamiento contra el VPH esta dirigido a las
lesiones macroscopicas o patolégicas causadas por el virus, como las verrugas genitales.

No se recomienda el uso de antivirales.
1.4.7. Tricomoniasis

La tricomoniasis es la mas comiin de las ETS curables y es causada por el parasito
protozoo Trichomonas vaginalis. El paréasito se transmite mediante contactos sexuales.

En mujeres, la zona cominmente infectada suele ser el tracto genital inferior (vulva,
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vagina o uretra), y en hombres la uretra. El parasito no suele infectar otras partes del

cuerpo como la boca y el ano.

Cerca del 85% de los infectados son asintomaticos o sufren sintomas minimos.
Los sintomas suelen aparecer a los 5-28 dias tras la infeccion, aunque pueden aparecer
mucho més tarde, e incluyen irritaciones e inflamaciones. Los hombres pueden sufrir
sintomas de uretritis, epididimitis o prostatitis. Las mujeres pueden sufrir picores y
molestias en los genitales y al orinar, ademéas de secreciones blancas, amarillentas o
verdosas. Sin tratamiento, la infeccién puede durar meses e incluso afos (67,68). La
tricomoniasis incrementa el riesgo de sufrir otras ETS o transmitirlas a otras personas.
Por ejemplo, la tricomoniasis estd asociada a una probabilidad 2-3 veces mayor de
adquirir VIH (69).

El cultivo era el método de diagnostico de referencia hasta la aparicion de
métodos moleculares, por su alta sensibilidad (75-96%) y especificidad (100%) (770). El
método mas comun es la observacién por microscopio de preparaciones himedas de
secreciones genitales por su sencillez y bajo coste, pero tiene una baja sensibilidad (51-
65%) en muestras vaginales (70,71) y menor ain en muestras de hombres (orina, semen,
etc.). Por el contrario, las TAAN tienen una alta sensibilidad y detectan 3-5 veces mas

infecciones que la microscopia (72,73).

El tratamiento recomendado consiste en una dosis tinica de 2 g de metronidazol
o tinidazol por via oral. La alternativa es de 500 mg de metronidazol oral 2 veces al dia

durante 7 dias.

1.4.8. Haemophilus ducreyi

El chancroide es una ETS causada por la bacteria Haemophilus ducreyi y se
transmite exclusivamente por via sexual. Es siete veces mas comdn en hombres que en
mujeres (17). La prevalencia del chancroide ha disminuido desde la década de 1990,

aunque atn se pueden dar casos en Africa y El Caribe (74).

El chancroide produce tlceras en los genitales, generalmente en el surco coronal
del pene en hombres y en la vulva en mujeres. También puede producirse chancroide
perianal en hombres y mujeres. Raramente, se puede adquirir el chancroide en el

laboratorio mediante inoculacion accidental de H. ducreyi en los dedos.

El periodo de incubacién es de 4-10 dias. La tdlcera genital empieza como una
papula que pustula y ulcera en 2 dias. La ulcera es dolorosa, irregular, con bordes

socavados y blanda, unas caracteristicas que lo diferencian de las tlceras sifiliticas. Las
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lesiones miiltiples son frecuentes y pueden causar tlceras de gran tamaiio. Puede ocurrir
una adenitis inguinal dolorosa que, de no ser tratada rapidamente, puede causar la

ruptura de los nodos linfaticos (bubones).

La combinacion de tlceras genitales y adenopatia inguinal supurativa sirve como
diagnostico presuntivo (775), pero el diagnostico definitivo consiste en la identificacion
de H. ducreyi en cultivo, aunque su sensibilidad es menor del 80% (76). No se cuenta
con técnicas de PCR recomendadas, pero algunos laboratorios clinicos utilizando
protocolos propios. Los tratamientos recomendados son de azitromicina, ceftriaxona,

ciprofloxacino o eritromicina.
1.4.9. Escabiosis

La escabiosis estd causada por el parasito humano Sarcoptes scabiei. La
transmision en adultos se suele producir por via sexual, aunque no es asi en nifios
(77,78). El parasito se mantiene en la membrana superficial de la piel, donde deposita
los huevos. Los principales sintomas de la escabiosis son picor intenso y sarpullidos en
la piel. El tratamiento recomendado es de una crema de 5% de permetrin (recomendado
para menores) o 200 ug de ivermectin por via oral. El tratamiento alternativo es una

locion de 1% de lindano.
1.4.10. Molluscum

Molluscum es un virus perteneciente a la familia Poxviridae. Produce una
infeccion benigna que frecuentemente afecta a nifios, pero puede transmitirse por via
sexual. La infeccion causa papulas que pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo.
Suele curarse en 6-12 meses, pero en ocasiones puede durar hasta 4 afos, y puede
prolongarse aiin mas en pacientes inmunodeprimidos. La infeccion es autolimitada, por
lo que el tratamiento podria no ser necesario. Sin embargo, las molestias que se pueden
sentir en las relaciones sexuales, y la necesidad de evitar la transmisiéon hacen
conveniente el tratamiento, y es especialmente recomendado si la infeccion afecta al area
genital. El tratamiento consiste en cimetedina oral (en nifios), crema de 0,5%
podofilotoxina, combinacion de iodina y acido salicilico, potasio hidroxido, tretinoina,

cantaridina e imiquimod (79).
1.4.11. Virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus que causa una infeccion del higado.
Existen 6 genotipos del virus, y mas de 50 subtipos. Se transmite principalmente
mediante exposicion percutanea a sangre infectada, como inyeccion de drogas y

donaciones de sangre, aunque éste ultimo ha disminuido drasticamente en los dltimos
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afos por los controles que se realizan. Puede transmitirse también por via sexual, aunque

esa via es poco eficiente (80,81).

El 20-30% de los infectados recientes sufren fatiga, dolor abdominal, pérdida de
apetito e ictericia. Los sintomas aparecen a las 4-12 semanas de media desde la infeccién.
El 70-85% de los infectados desarrolla VHC croénica y el 60-70% de los pacientes con
VHC croénica desarrollan enfermedad cronica de higado, que va de cirrosis a cancer de
higado. La enfermedad cronica de higado es generalmente lente, sin mostrar sintomas
durante décadas. De hecho, muchos infectados no descubren la infecciéon hasta que se
les realiza algin analisis para donaciones de sangre o se les detecta niveles altos de

alanina aminotransferas en exadmenes rutinarios.

El diagnostico se basa en la deteccion de anticuerpos contra VHC
(inmunoensayos, EIA, etc.) seguido de TAAN para detectar el ARN del virus en aquellos
con resultado de anticuerpos positivo (82). Los infectados por VIH y baja concentraciéon
de células CD4 pueden dar resultados falsos negativos en la prueba de anticuerpos, por
lo que se les deberia realizar una TAAN independientemente de los otros resultados.
Aquellos con resultado positivo en la prueba de anticuerpos deben ser evaluados para

analizar la presencia y estado de desarrollo de la enfermedad croénica de higado.

La respuesta al tratamiento es mayor en pacientes con infeccion aguda
comparados con los de infeccion crénica. El tratamiento ha evolucionado
considerablemente desde la introduccién de los inhibidores de proteasas de VHC en el
afilo 2011, y desde entonces se han desarrollado nuevos farmacos con distintos

mecanismos de accidn.
1.4.12. Virus de la hepatitis B

La hepatitis B est4 causada por el virus de la hepatitis B (VHB). El periodo de
incubacion es de 6 semanas a 6 meses. La mayor concentracion de virus se encuentra en
sangre, con menores concentraciones en otros fluidos corporales como semen, saliva,
secreciones vaginales y exudados (83,84). El VHB se transmite por la exposicién de
membranas mucosas o percutaneas a sangre o fluidos corporales infectados con el virus,
como pueden ser el sexo no protegido y la inyeccion de drogas. También se han reportado
infecciones debido a la premasticacion y errores en procesos de control de infeccién en

hospitales (85—-87).

El VHB puede ser autolimitado o crénico. La mitad de los VHB adquiridos por
vez primera son sintomaticos, y aproximadamente el 1% de los casos desarrollan fallo de

higado y muerte (88). El riesgo de adquirir la infeccién cronica estd inversamente

22



relacionada a la edad: el 30% de los menores de 5 afios infectados se convierten en
enfermos cronicos, por un 2-6% de adultos infectados (89). Entre los enfermos de VHB
cronica, el riesgo de muerte prematura por cirrosis o carcinoma hepatocelular es del 15-

25% (90).

El diagnostico de la infeccion por VHB aguda o crdnica se basa en pruebas
serologicas, las cuales pueden diferenciar las infecciones agudas de las cronicas.
Respecto al tratamiento, no hay una terapia especifica para la infeccion aguda; la terapia
solo es de apoyo. Se cuenta con fairmacos que eliminan el virus en casos de infeccion
cronica y remiten la enfermedad de higado (91). Se cuenta con dos productos que pueden
prevenir la hepatitis B: la vacuna contra la hepatitis B y las inmunoglobulinas contra
hepatitis B para los casos de posterior exposicion (92,93). Esta tltima suele emplearse
como adjunto de la vacuna (en personas previamente no vacunadas) y en personas que

no han respondido a la vacunacion.
1.4.13. Virus de la hepatitis A

La hepatitis A esta causada por la infeccién del virus de la hepatitis A (VHA). El
virus tiene un periodo de incubacién de 15-50 dias, con una media de 28 dias (94). El
virus se replica en el higado y causa una enfermedad autolimitada que no causa infeccion
cronica o enfermedad cronica de higado. El riesgo de sintomas esta directamente
relacionado con la edad, pues mas del 70% de los adultos muestran sintomas, mientras
que la mayoria de menores son asintomaticos. Los anticuerpos que se producen durante
la infeccion persisten durante toda la vida y protegen contra la reinfecciéon (95). La

infeccion se transmite principalmente por via fecal-oral, pero también por via sexual.

El diagnoéstico se realiza mediante pruebas serologicas. La presencia de
anticuerpos IgM anti-VAH es indicativo de infeccidon aguda. El tratamiento de la hepatitis
A consiste en cuidado de apoyo, y puede que algunos pacientes tengan que ser
hospitalizados, como los que sufren deshidrataciéon por vomitos o fallo de higado agudo.
El mejor método para prevenir la infecciéon es la vacunacion. La vacuna se prepara a
partir de VHA inactivados, y se administra en 2 dosis, logrando una proteccion del 100%

tras la segunda dosis (96).
1.5. Tratamiento de la gonorrea

El tratamiento de la gonorrea tiene dos objetivos. Por un lado, curar casos
individuales para reducir el riesgo de complicaciones de la enfermedad, y por otro lado,

prevenir la transmision de la infeccion. La historia del tratamiento de la gonorrea se
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divide en dos periodos: periodo anterior a los antimicrobianos y periodo de los

antimicrobianos.
1.5.1. Periodo anterior a los antimicrobianos

La principal medida frente a la gonorrea en el periodo anterior a los
antimicrobianos consistia en llevar un estilo de vida saludable (descanso adecuado,
alimentacién adecuada, abstencion de bebidas alcohdlicas, etc.), abstencién de actividad
sexual y diferentes tratamientos como balsamos, irrigaciones uretrales, componentes

quimicos e hipertermia (97).

Durante la segunda mitad del siglo XIX la gonorrea era tratada con diferentes
sustancias y balsamos que mantenian el cuerpo fresco, evitaban la irritacion y diluian la
orina, disminuyendo asi los sintomas inflamatorios. La uretritis aguda era tratada
mediante irrigacion uretral con diluciones de potasio permanganato caliente durante

varias semanas (97,98).

A finales del siglo XIX se investigaron varios componentes metéalicos como el
arsénico, antimonio, bismuto, oro, plata y mercurio para lograr componentes con una
mayor actividad antibacteriana. Como resultado, los soldados de la Primera Guerra
Mundial utilizaron calomel (cloruro de mercurio) y varios componentes de plata para
tratar los casos de gonorrea (97,98). Los componentes de mercurio se popularizaron tras
la guerra, como el Mercurocromo-220, que era utilizado como antiséptico del tracto
urinario (99). Mas adelante se utilizo la hipertermia (alta temperatura corporal) como
tratamiento, que consistia en calentar las areas del cuerpo infectadas. Al principio solo
se calentaban las articulaciones inflamadas de los casos de artritis gonocdcica, pero al
observar que muchos de estos casos solo se recuperaban incluyendo la hipertermia
genital, ésta también empezo a utilizarse para tratar las infecciones genitales (100,101).
El aumento de la temperatura corporal se lograba mediante una cabina de calor, en la
que se introducia todo el cuerpo excepto la cabeza. Se realizaban entre 5y 6 tratamientos,
realizados cada 3 dias, de 4-6 horas cada uno (102). La cabina alcanzaba los 41°C y la
tasa de curacion era del 80-90% (103). Mas adelante se utiliz6 un pretratamiento de
mercurocromo en glucosa hipertonica que aumentaba la eficacia de la hipertermia (104).
Finalmente, el uso de las cabinas de calor se redujo debido al uso de diversos elementos
que aumentaban la temperatura pélvica. Estos elementos se introducian durante 2 horas
en la vagina y/o recto de los pacientes y elevaban la temperatura hasta los 44°C
(105,106). La hipertermia fue considerada el mejor tratamiento contra la infeccion

gonococica hasta la llegada de los antimicrobianos (106).
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1.5.2. Periodo de los antimicrobianos

Se ha utilizado una gran variedad de antimicrobianos frente a la gonorrea, y
varios de ellos siguen siendo utilizados hoy en dia. Algunos de ellos son la penicilina,

tetraciclina, espectinomicina, quinolonas, macroélidos y cefalosporinas.
1.5.2.1. Sulfonamidas

Las sulfonamidas son la primera familia de antimicrobianos utilizada para el
tratamiento de la gonorrea. Su molécula diana es el enzima dihidrofteroato sintasa
(DHPS), que participa en la sintesis del acido folico en el gonococo. La primera
sulfonamida utilizada fue la sulfanilamida, descubierta en 1935 y la cual obtuvo una tasa
de curacion de entre 80 y 90% en aquel periodo (107—109). Los siguientes fueron la
sulfapiridina, que se utiliz6 entre 1940 y 1941, curando muchos casos donde la
sulfanilamida fracasaba (110), y el sulfatiazol, igual de efectivo que el anterior pero mejor
tolerado por el cuerpo humano (109,111). A finales de la década de 1940, més del 90% de
los gonococos eran resistentes a las sulfonamidas in vitro (108,112), pero algunos como
el sulfametoxazol continuaron siendo utilizados durante décadas, sobre todo

combinados con trimetoprim y en lugares de bajos recursos (98,113—115).
1.5.2.2. Penicilina

La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en 1928. Este
antimicrobiano se une a las proteinas de union a penicilina (“penicillin binding proteins”,
PBP), unas transpeptidasas que participan en la formacion de los enlaces cruzados del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana. La unién de la penicilina inhibe la
actividad de las PBP, causando irregularidades en la pared bacteriana, lo que produce un

efecto bactericida.

La penicilina fue utilizada para el tratamiento de la gonorrea en 1930 por primera
vez para tratar un caso de oftalmia gonococica (116). En 1943 se confirmé su efectividad
contra la uretritis gonococica (117,118) y rapidamente sustituyd a las sulfonamidas como
tratamiento empirico contra la gonorrea (117,119). Aunque inicialmente tenia una tasa
de curacion del 95%, las CMI de la penicilina contra cepas gonococicas aumentaron a lo
largo de los afos, causando un aumento progresivo de las dosis prescritas para lograr
tasas de curacion aceptables (98,120). En 1946 se publicaron 4 casos de gonorrea de alta
resistencia a penicilina (0,6 a 1,6 millones de unidades) y se observé un aumento del
porcentaje de cepas resistentes durante las siguientes 2 décadas (121,122). A pesar del
aumento de la resistencia, la penicilina permaneci6 como una opcion efectiva para el
tratamiento de la gonorrea durante muchas décadas. Sin embargo, en 1976 se publicaron

2 tipos de plasmidos productores de -lactamasa que proporcionaban resistencia de alto
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nivel a penicilina (123—125). Las cepas que contenian aquellos plasmidos se expandieron
rapidamente por todo el mundo, que junto al reporte de una cepa con resistencia a
penicilina mediado por cromosomas en Durham, Inglaterra (126), dio fin al uso de la
penicilina como tratamiento empirico. Las cepas gonococicas con resistencia plasmidica

y/o cromosomica estan hoy en dia esparcidas por todo el mundo (114,115,120,127).
1.5.2.3. Tetraciclinas

Las tetraciclinas son una familia de antimicrobianos de amplio espectro que
inhiben la union del aminoacil-ARNt al complejo ARNm-ribosoma, debido a la unién a
la subunidad 30S ribosomal, lo que inhibe la sintesis de proteinas y causa un efecto
bacteriostatico. La primera tetraciclina utilizada fue la clortetraciclina, descubierta en
1945. Las tetraciclinas se utilizaron sobre todo en pacientes alérgicos a penicilina. Sin
embargo, las CMI de las tetraciclinas aumentaron a lo largo de los afios debido a los
determinantes de resistencia cromosémica (128) y en 1986 se reportaron algunas cepas
con resistencia de alto nivel mediada por plasmidos, lo que llev) a la exclusion de las
tetraciclinas de las guias clinicas de varios paises (129). En la actualidad, estas cepas

estan esparcidas por todo el mundo (114,115,120).
1.5.2.4. Espectinomicina

La espectinomicina es un aminociclitol estrechamente relacionado a los
aminoglicésidos producidos por la bacteria Streptomyces spectabilis. Se une a la

subunidad 30S del ribosoma bacteriano e interrumpe la sintesis de proteinas.

A principios de la década de 1960 se comenz6 a sintetizar y comercializar la
espectinomicina para el tratamiento de la gonorrea, en particular para tratar casos de
cepas resistentes a penicilina (130,131). Sin embargo, en 1967 se report6 el primer caso
de resistencia en los Paises Bajos (132) y en 1981 se reporto el primer caso de resistencia
de alto nivel mediado por pldsmidos en Filipinas (133). En 1981 se introdujo la
espectinomicina como tratamiento empirico para el personal militar de los EEUU en
Corea del Sur, pero tras 4 afos la tasa de fracaso era del 8,2% (134). En 1983 se
reportaron varios aislados resistentes en Londres (Reino Unido) (135). Finalmente, se
retir6 la espectinomicina en monoterapia como tratamiento empirico de primera linea

en todo el mundo.

Hoy en dia, la resistencia a espectinomicina es infrecuente en todo el mundo,
incluso en Corea del Sur, donde no se ha registrado ningin caso de resistencia desde
2002 a pesar de que siguen utilizando espectinomicina en el tratamiento (136). Sin
embargo, el uso de espectinomicina es infrecuente porque se teme que su uso como

tratamiento de primera linea pueda extender la resistencia (137,138) y porque la
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espectinomicina tiene una efectividad suboptima contra la gonorrea faringea (80% de

eficacia) (138).
1.5.2.5. Quinolonas

Las quinolonas son una familia de antimicrobianos de amplio espectro. George
Lesher descubrio las quinolonas sintéticas, producidas como producto secundario en la
produccion de la cloroquina. La primera quinolona utilizada contra la gonorrea fue el
acido nalidixico, utilizado para el tratamiento de infecciones del tracto urinario (31). Tras
el 4cido nalidixico se comenzaron a utilizar las quinolonas de amplio espectro, también
conocidas como fluoroquinolonas. Dos de ellas, ciprofloxacino y ofloxacino, han sido
utilizados para el tratamiento de la gonorrea, sobre todo ciprofloxacino desde mediados
hasta finales de la década de 1980. Los fracasos clinicos reportados en 1990 (139)
llevaron al aumento de la dosis del tratamiento y al poco tiempo se reportaron casos de
cepas resistentes en la region del Pacifico Oeste (140,141) que se extendieron
rapidamente. Como resultado, se retird el uso de fluoroquinolonas como tratamiento de
primera linea en el Pacifico Oeste durante la década de 1990 y en muchos paises asiaticos
y europeos a partir del afio 2000 (120). Ademas, el CDC retiro las fluoroquinolonas de
su lista de tratamientos recomendados contra la gonorrea en 2007, sin excepciones
(142). Hoy en dia, la resistencia a quinolonas es muy alta en todo el mundo

(98,114,115,120,127).
1.5.2.6. Macrolidos

Los macrélidos son una familia de antimicrobianos que tienen un anillo lactona
macrociclico en comun, e inhiben la sintesis proteica mediante la union a la subunidad
ribosomal 508, inhibiendo la translocacion del aminoacil ARNt. La eritromicina fue el
primer macrdlido descubierto, aislado del microorganismo Streptomyces erythraeus
(hoy en dia conocido como Saccharopolyspora erythraea) en 1952. En 1980 se
desarroll6 la azitromicina, un derivado sintético de la eritromicina. La eritromicina no
resultd ser lo bastante efectiva contra la gonorrea (98,143), pero la actividad de la
azitromicina era mayor. Sin embargo, a partir de mediados de la década de 1990 se
reportaron casos de sensibilidad reducida y resistencia en América Latina y muchos otros
paises, sobre todo en aquellos con un amplio uso de la azitromicina contra la gonorrea
(14,144—146). Ademas, se reportaron cepas con resistencia de alto nivel (CMI superior a
256 ug/ml) en varios paises europeos ((147—-150), EEUU (151), Canada (152), Australia
(153), Argentina (154) y China (155). Hoy en dia se sigue utilizando la azitromicina en
muchos paises, pero no se recomienda su uso como monoterapia empirica debido a la

rapida seleccion de cepas resistentes y los posibles efectos adversos de la dosis oral de 2
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g (147). Sin embargo, la azitromicina forma parte de las nuevas terapias antimicrobianas

duales contra la gonorrea, principalmente junto a ceftriaxona (156—158).
1.5.2.7. Cefalosporinas

Las cefalosporinas son una clase de antimicrobianos [3-lactamicos que inhiben los
enlaces cruzados de los peptidoglicanos de pared celular bacteriana gracias a la union del
anillo B-lactamico a las PBP, causando un efecto bactericida. Giuseppe Brotzu descubri6
en 1948 unos componentes bactericidas del hongo Cephalosporium acremonium, que
tras ser quimicamente modificados dieron lugar al cefalotin, una cefalosporina
comercializada en 1964 (31). El uso de las cefalosporinas para el tratamiento de la
gonorrea se extendié cuando dejé de recomendarse el uso de las fluoroquinolonas, y hoy
en dia siguen siendo utilizadas. Las principales cefalosporinas utilizadas hoy en dia son
ceftriaxona (inyectable) y cefixima (oral). Ambas son cefalosporinas de tercera
generacion (CTG) de amplio espectro (CES) y no se ha descubierto ninguna otra CES de
mayor efectividad para el tratamiento de la gonorrea (31). Aunque se cuenta con otras
CES orales como cefditoren, celdinir, cefuroxima, cefpodoxima y ceftributen, ninguno de
ellos esta recomendado para el tratamiento por su eficacia inferior en comparaciéon a

cefixima y ceftriaxona (137).

Durante las dltimas dos décadas se han reportado cepas gonococicas resistentes
a CES, primero en Japon y después en el resto del mundo. Esto puede deberse, por un
lado, al uso excesivo de cefalosporinas orales en Japon debido a que no se utilizaba la
ceftriaxona en los tratamientos (159,160) y, por otro lado, a las dosis excesivamente bajas
utilizadas en los tratamientos, ya que el uso de concentraciones subinhibitorias de
cefalosporinas puede haber ayudado a la seleccion de cepas resistentes (127,160—-162).
Como consecuencia, 6 hospitales japoneses reportaron casos de resistencia a cefixima
(CMI = 0,5 pg/ml) y ceftriaxona (CMI > 0,5 pg/ml) del 30,2% y 0,9% respectivamente
en el periodo de 1999-2002 (163), lo que llevoé al fracaso del tratamiento en varios casos.
Ademas, se reportaron 8 fracasos de tratamiento con cefixima entre 1999 y 2001 (162) y
entre 2002 y 2003 se reportaron 4 fracasos con un régimen extendido de cefixima (164).
Como resultado, todas las CES orales fueron retiradas de las guias clinicas de Jap6n en
2006, siendo sustituidas por otros antimicrobianos como la ceftriaxona y la

espectinomicina (165).

Durante los altimos afos las cepas con resistencia o sensibilidad reducida a CES
se han extendido por todo el mundo (31). En la actualidad se han reportado tratamientos
fallidos de cefixima y, esporadicamente a ceftriaxona (principalmente en casos de
gonorrea faringea), en Japon, Australia, varios paises europeos, Canada y Sudafrica

(17,31,166,167).
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1.5.2.8. Multirresistencia y resistencia extendida a antimicrobianos

En los dultimos afos ha aumentado el nuimero de cepas gonocodcicas
multirresistentes (MR) y con resistencia extendida (XR) detectadas. No existe una tinica
definicion de cepas gonococicas MR y XR, aunque una de las maés utilizadas establece
que las cepas gonococicas MR son aquellas resistentes a una clase de antimicrobianos de
los recomendados en la actualidad para el tratamiento de la infeccién gonocica (CES
orales e inyectables, consideradas por separado), ademas de resistentes a dos clases de
los antimicrobianos menos utilizados hoy en dia (penicilinas, fluoroquinolonas,
azitromicina, etc.). Las cepas gonococicas XR son resistentes a dos clases de
antimicrobianos de los recomendados en la actualidad para el tratamiento de la infeccion

gonococica y resistentes a tres clases de los antimicrobianos menos utilizados hoy en dia

(115).

Las primeras cepas de N. gonorrhoeae con XR fueron identificadas por primera
vez en Japon (168), Francia (169) y Espana (170). Sin embargo, no se han detectado mas
aislados de dichas cepas con XR, lo que puede indicar que las cepas con XR pueden sufrir
una reduccion en la viabilidad bioldgica, aunque este aspecto aun se encuentra en

investigacion (31,171).
1.5.3. Situacion actual del tratamiento

El tratamiento de eleccion en la actualidad consiste en la administracion de 250
mg de ceftriaxona intramuscular junto con 1 g de azitromicina oral. Esta terapia dual es
la recomendada por el CDC y la OMS para el tratamiento de infecciones uretrales,
cervicales, rectales y faringeas (157,158). Los dos antimicrobianos deben ser
administrados el mismo dia, preferiblemente simultdneamente. Algunas guias, como la
Guia Europea para el Diagndstico y Tratamiento de Gonorrea en Adultos, también
recomiendan dosis de 500 mg de ceftriaxona en la terapia dual (172), aunque de acuerdo
al CDC no existen datos clinicos que apoyen esta alternativa (158). Otro tratamiento
alternativo consiste en la administracion de 400 mg de cefixima oral junto con 1 g de
azitromicina oral. Esta terapia solo debe utilizarse como opcién alternativa porque los
400 mg de cefixima no ofrecen una actividad bactericida tan alta como los 250 mg de

ceftriaxona, ademas de mostrar una eficacia limitada contra la infeccion faringea (158).

En casos de alergia a azitromicina se puede utilizar doxiciclina (100 mg al dia, 2
dosis diarias durante 7 dias) como segundo antimicrobiano en la terapia dual junto con
ceftriaxona o cefixima. En condiciones normales es preferible el uso de azitromicina por
su mayor eficacia. En casos de alergia a CES se puede utilizar un tratamiento de

espectinomicina en monoterapia (157,158). La espectinomicina es eficaz contra
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infecciones uretrales y rectales, pero tiene una baja eficacia contra infecciones faringeas

(137).
1.6. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

N. gonorrhoeae tiene una alta capacidad para alterar su material genético gracias
a los procesos de transformacion (transferencia parcial o completa de genes de un
microorganismo a otro) y mutaciones de todo tipo en su genoma. Mediante estos
mecanismos, se adapta con facilidad a las diferentes partes del cuerpo humano. Gracias
a estas alteraciones, N. gonorrhoeae ha adquirido o desarrollado todo tipo de
mecanismos que proporcionan resistencia frente a los antimicrobianos empleados y/o

recomendados para el tratamiento de la infeccidon gonococica (31):

e Destruccion o modificacion del antimicrobiano mediante enzimas.

e Modificacion o proteccion de la molécula diana, reduciendo asi la afinidad de los
antibioticos.

e Reduccidn del influjo de antimicrobianos.

e Aumento del eflujo de antimicrobianos.

La mayoria de los determinantes genéticos que proporcionan resistencia
antimicrobiana en N. gonorrhoeae se encuentran en los cromosomas, excepto los genes
blarem (123,125) y tetM (129), que se encuentran en plasmidos. Por lo general, la
adquisiciéon de un solo determinante aumenta la resistencia antimicrobiana contra un
antibiotico a un nivel clinicamente poco significativo, pero la acumulaciéon de varios
determinantes y sus complejas interacciones puede aumentar la resistencia a niveles
clinicamente significativos, es decir, que cause un fracaso terapéutico. Algunos

determinantes pueden incluso llevar al fallo del tratamiento de forma individual (172).

1.6.1. Desarrollo y adquisicién de la resistencia antimicrobiana

Los gonococos pueden desarrollar resistencia antimicrobiana mediante los

siguientes tres procesos:

e Transformacion: Incorporacién de material genético desnudo y exdgeno en el
genoma bacteriano.
e Conjugacion: Transferencia de material genético de una bacteria (donante) a otra
(recipiente) por contacto directo u otra conexion.
e Mutaciones especificas: Deleciones, inserciones, duplicaciones etc.
Hoy en dia se sabe que los gonococos han desarrollado la resistencia antimicrobiana
por la transferencia de material genético de las especies comensales del género Neisseria.

Los antimicrobianos empleados en los tratamientos contra la gonorrea y otras
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enfermedades han causado la seleccion de cepas comensales resistentes que han podido
transferir los determinantes de resistencia a los gonococos. Esto se debe a que las
especies comensales del género Neisseria pueden coexistir en el cuerpo humano, sobre
todo en casos de gonorrea faringea asintomatica, ya que en ese caso pueden coexistir por

largos periodos debido a la dificultad para diagnosticarla (115,120,127,173—175).

Una vez recibidos los determinantes de resistencia, los gonococos pueden
propagarse rapidamente, primero en su region geografica y después globalmente.
Ademas, las distintas cepas gonococicas pueden transferirse los determinantes mediante
procesos de transformacion (cromosomas o plasmidos) y/o conjugacion (plasmidos), ya
que los gonococos tienen un sistema que reconoce tanto su propio ADN como el de
especies genéticamente muy relacionadas (176). La transformacién de ADN cromosomal
es mas frecuente que la de plasmidos (102 ug ADN cromosomal por 108 UFC vs 10 ug
ADN plasmidico por 108 UFC) (177).

Los antimicrobianos acttian uniéndose a una diana que tiene una actividad critica
para la viabilidad de la bacteria. Dicha unioén bloquea la funcién de la diana e induce la
muerte celular. Para contrarrestarlo, las bacterias pueden desarrollar resistencias
mediante mutaciones que reducen o evitan la unién del antimicrobiano a la diana. Para
ello, es necesario que las mutaciones afecten al sitio activo de la diana, lo cual minimiza
la afinidad hacia el antimicrobiano, pero al mismo tiempo no deben afectar a la actividad
normal de la diana, ya que tendria un impacto negativo en la viabilidad de la bacteria. En
el caso de N. gonorrhoeae, la mayoria de mecanismos de resistencia microbiana
desarrollados y adquiridos no parecen afectar a la viabilidad de la bacteria (posiblemente
debido a mutaciones compensatorias) (31), lo que permite la apariciéon y desarrollo de
cepas MR y XR. De hecho, algunos determinantes de resistencia pueden mejorar la

viabilidad de cepas gonococicas especificas (178,179).
1.6.2. Resistencia a sulfonamidas

Las sulfonamidas actGan como inhibidores competitivos del enzima
dihidropteroato sintasa (DHPS). Evitan que el 4cido p-aminobenzoico se una al DHPS,
lo que inhibe la sintesis de acido folico en la bacteria. Los gonococos pueden obtener la

resistencia frente a sulfonamidas mediante:

e Aumento de la sintesis de acido p-aminobenzoico, el cual diluye el efecto del
agente antimicrobiano (180).

e Alteracion del gen folP, el cual codifica el enzima DHPS. La alteracién causa que
el enzima producido tenga una menor afinidad hacia el agente antimicrobiano.

Las alteraciones pueden ser mutaciones puntuales o la presencia de un gen
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mosaico que contenga secuencias de ADN de especies comensales de Neisseria
(180-182).

1.6.3. Resistencia a penicilinas

Las penicilinas actian uniendo el anillo B-lactdmico a las PBP, inhibiendo la
formacion de enlaces cruzados del peptidoglicano en la pared celular de la bacteria,
produciendo una actividad bactericida. Los gonococos cuentan con determinantes de

resistencia tanto en cromosomas como en plasmidos.
1.6.3.1. Resistencia a penicilinas mediado por plasmidos

Los gonococos resistentes a penicilinas suelen tener el gen blargm-;, el cual
codifica la B-lactamasa de tipo TEM-1. Esta lactamasa hidroliza el enlace amida ciclico
de las penicilinas sensibles a lactamasas, abriendo el anillo -lactaimico y anulando la
actividad de la penicilina. Los primeros gonococos que contenian plasmidos
transportadores de [-lactamasas fueron descritos en 1976 (123,125) y se sospecha que
los obtuvieron de Haemophilus parainfluenzae mediante conjugacion, pues esta
bacteria puede transportar un plasmido R similar, el RSF0885 (183). Hoy en dia, las
cepas gonococicas transportadoras de P-lactamasas son nombradas por su origen
epidemiologico, y dos de ellos (el asiatico y el africano) estan esparcidos globalmente

(114,115).
1.6.3.2. Resistencia a penicilinas mediado por cromosomas

Los gonococos con resistencia a penicilinas mediado por cromosomas pueden

mostrar las siguientes mutaciones:

e Mutaciones en el gen penA: Es el principal mecanismo de resistencia mediado
por cromosomas en gonococos (31). El gen penA codifica el PBP2, la principal
diana de las penicilinas. Las cepas resistentes pueden contener entre 5 y 9
mutaciones en este gen, lo que reduce la frecuencia de acilacion de PBP2,
reduciendo la sensibilidad a penicilinas entre 6 y 8 veces (184,185). Estas
mutaciones fueron adquiridas mediante procesos de transformaciéon de especies
comensales de Neisseria (186). La mutacion maés frecuente es la insercion de un
aspartato, llamado Asp345a.

e Mutaciones en el gen ponA: Las cepas altamente resistentes a penicilina
contienen una mutaciéon con cambio de sentido (“missense”) en este gen. El gen
mutado es conocido como ponAz1 y codifica el PBP1, el cual tiene una frecuencia

de acilacion de penicilina 16 veces menor que el PBP2 salvaje (185,187).
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e Mutaciones en el gen mtrR: Este gen codifica la proteina MtrR, la cual reprime el
sistema de bombas de eflujo de salida MtrCDE. Las mutaciones en este gen
reducen dicha represién, por lo que el sistema MtrCDE se sobreexpresa,
aumentando el eflujo de antimicrobiano fuera de la célula (127,168,169,188—
190).

e Mutaciones en el gen penB: Este gen codifica la porina PorBib de la membrana
exterior de la bacteria, y las mutaciones reducen la permeabilidad de las porinas,
reduciendo el influjo de penicilina al interior de la célula (127,168,169,190—192).

e Factor X: Este determinante de resistencia no transformable, de identidad atin
desconocida, puede aumentar las CMI de penicilina entre 3 y 6 veces

(127,168,169,193).

1.6.4. Resistencia a tetraciclinas

Las tetraciclinas se unen a la subunidad 30S para inhibir la unién del aminoacil-
ARNt al complejo ribosoma-ARNm. De este modo inhiben la sintesis de proteinas,

causando un efecto bacteriostatico.
1.6.4.1. Resistencia a tetraciclinas mediado por plasmidos

El gen tetM, productor de la proteina TetM, confiere a los gonococos resistencia
de alto nivel frente a tetraciclinas. Debido a su parecido con el factor de elongaciéon G,
esta proteina se une a los ribosomas y causa la liberacion de las tetraciclinas unidas a los
ribosomas. Esto permite que se reanude la sintesis de proteinas que las tetraciclinas
habian bloqueado previamente (31). Los plasmidos transportadores de tetM se

transfieren entre gonococos mediante conjugacion.

1.6.4.2. Resistencia a tetraciclinas mediada por cromosomas

La resistencia a tetraciclinas mediada por cromosomas se debe principalmente a
la mutacion tet-2, es decir, un alelo mutado del gen rpsJ. Este alelo produce una forma
alterada de la proteina ribosémica S10 (194). Se ha sugerido que el alelo rpsJ contiene
un SNP que altera Val57 a Met57. Valg7 se encuentra en el vértice de un bucle de S10,
cerca de la region aminoacil-ARNt que forma el sitio de union a tetraciclinas, y se cree

que la mutacion Vals7 a Met57 reduce la afinidad de la tetraciclina hacia el ribosoma

(194).

Aligual que con las penicilinas, los gonococos pueden aumentar el eflujo y reducir

el influjo de tetraciclinas mediante los determinantes mtrR (188—190) y penB (190—192).
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1.6.5. Resistencia a espectinomicina

La espectinomicina se une a la subunidad 30S del ribosoma e inhibe la
traduccion, causando un efecto bacteriostatico. Para ser exactos, la espectinomicina
interacttia con el 16S ARNr y bloquea la translocacién del peptidil-ARNt del sitio A al

sitio P durante el proceso de elongacion.

Los gonococos pueden obtener la resistencia a espectinomicina mediante las

siguientes mutaciones:

¢ Un polimorfismo de nucle6tido tnico (“single nucleotide polimorphism”, SNP)
C1192U en el sitio de unién a espectinomicina de la region de la hélice 34 en el
16S ARNT (195,196).
e Una delecion de Val2s y la alteracién K26E en la proteina S5 del ribosoma 308,
codificada por el gen rpsE (197), causando resistencia de alto nivel.
e Una mutacion T24P en la proteina S5, causando resistencia de bajo nivel
(197,198).
La segunda y tercera mutaciones mencionadas se producen en la proteina S5. La
terminal N de S5, especificamente los aminoacidos 21-35, forma un bucle que se puede
unir a la hélice 34 del 16 ARNr, la cual participa en la unién de espectinomicina al

ribosoma (199). La alteracion de S5 anula la union al 16S ARNr, causando la resistencia.
1.6.6. Resistencia a quinolonas

Las quinolonas bloquean la actividad del ADN girasa y topoisomerasa IV de los
gonococos. Estos enzimas separan y unen las hebras de ADN durante el proceso de
replicacion, por lo que su inactividad lleva a un efecto bactericida. La resistencia
antimicrobiana contra las quinolonas se basa en la modificacion de ambos enzimas

mediante mutaciones en los genes diana:

e ADN girasa: Esta formada por dos subunidades GyrA y otras dos subunidades
GyrB, codificadas por los genes gyrA y gyrB respectivamente. Las subunidades
GyrA son las principales dianas de las quinolonas, de modo que las mutaciones
en el gen gyrA reducen la afinidad de las quinolonas hacia las subunidades GyrA,
aumentando la resistencia de los gonococos.

e Topoisomerasa IV: Estd formada por dos subunidades ParC y otras dos
subunidades ParE, codificadas por los genes parC y parE respectivamente. Las
quinolonas actian sobre las subunidades ParC, aunque en menor medida que

sobre las subunidades GyrA. Las mutaciones en el gen parC reducen la afinidad
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de las quinolonas hacia las subunidades ParC, lo que aumenta la resistencia de

los gonococos.

Se ha observado que SNP especificos en el gen gyrA proporcionan resistencia de nivel
bajo-medio a quinolonas, pero para lograr una resistencia de alto nivel son necesarias
también unas mutaciones especificas en el gen parC. Las mutaciones en ambos genes se
pueden lograr con facilidad cuando los gonococos estin expuestos a niveles
subinhibitorios de ciprofloxacino (una fluoroquinolona) y después los transfieren a otros
gonococos por transformacion (200). Por otro lado, las mutaciones en los genes gyrB y

parE no parecen proporcionar resistencia frente a ciprofloxacino (201,202).
1.6.7. Resistencia a macrolidos

Los macrolidos se unen a la posicion P de la subunidad ribosémica 50S e
interacttian con el componente ARNr 23S. De este modo bloquean la translocacion del
complejo peptidil-ARNt e inducen a liberacién de polipéptidos incompletos (203), lo cual
produce un efecto bacteriostatico. Los gonococos pueden adquirir la resistencia frente a
macrolidos modificando el ARNr 23S (mediante metilaciones y/o mutaciones

especificas), ademas de la sobreexpresion del sistema de bombas de eflujo.

e Metilaciones en el ARNr 23S: Las metilasas de ARNT pueden metilar un residuo
de adenosina situada en el dominio V del ARNr 23S, bloqueando la union del
macrolido. Los genes productores de metilasas de ARNr (conocidos como genes
B de resistencia a macrolido-lincosamina-estreptogramina, o genes erm) son
transportados por transposones conjuntivos y proporcionan resistencia de alto
nivel a eritromicina y de bajo nivel a azitromicina (204,205). Sin embargo, en los
dltimos afos los genes erm han sido poco frecuentes entre los gonococos
resistentes a macrolidos (147,206).

e Mutaciones especificas en el ARNr 23S: Estas mutaciones pueden proporcionar
resistencia de bajo nivel (mutacién C2611T) (207) y de alto nivel (mutacién
A2059G) (147,150,151,154,207) a eritromicina y azitromicina. El nivel de
resistencia depende de cuantos de los cuatro alelos de ARNr 23S contengan la
mutacion (a mayor nimero de alelos mutados, mayor resistencia). Las cepas con
un solo alelo mutado son igual de sensibles que las cepas salvajes, aunque pueden
desarrollar resistencia de alto nivel si son expuestos a concentraciones

subinhibidoras de macrélidos (147).

35



e Sobreexpresion del sistema de bombas de eflujo: Los sistemas MtrCDE
(208,209), MacAB (210) y los codificados por el gen mef (204,205,211) pueden

aumentar las CMI de los macroélidos.

1.6.8. Resistencia a cefalosporinas

Las cefalosporinas unen su anillo 3-lactaimico a las PBP, inhibiendo los enlaces
cruzados de los peptidoglicanos de la pared celular de la bacteria, lo que tienen un efecto
bactericida. Los gonococos adquieren la resistencia a cefalosporinas mediante
mutaciones que modifican los PBP, aumento de eflujo de cefalosporinas y reduccion de

influjo de cefalosporinas.

Los principales determinantes de resistencia a CES son las alteraciones
especificas en el gen penA, el cual codifica el PBP2, la principal diana de las CES y
penicilinas (127,168-170,190,193). Sin embargo, las alteraciones que proporcionan
resistencia a las CES son diferentes de las que proporcionan resistencia a penicilinas
(127,168,212). La resistencia a CES se logra mediante un alelo penA mosaico que produce
una proteina con entre 60 y 70 aminoacidos alterados. Se cree que estos genes mosaicos
han surgido mediante procesos de transformaciéon y recombinaciéon de genes penA
parciales, especialmente los de especies comensales de Neisseria que residen en la
orofaringe (127,213). Estas especies probablemente han transferido los genes penA
parciales o totales durante infecciones gonococicas de la faringe (115,127,173). Este alelo
mosaico aumenta en mayor medida las CMI de cefixima que las de ceftriaxona
(168,169,190,193) debido a relaciones estructura-funcion, ya que la cadena lateral C-3
del esqueleto cefem de la ceftriaxona es de mayor longitud (127,212—214). Algunas de las
principales mutaciones de la proteina producida por el alelo mosaico penA (G545S,
I1312M y V316T) aumentan la resistencia a cefixima (213,214), aunque solo aumentan la
resistencia a nivel clinico en presencia de mutaciones adicionales del alelo mosaico penA
(127,193). Otra alteracion relevante es N512Y, que reduce la sensibilidad a CES, aunque

no a penicilinas.

Respecto a los gonococos con resistencia de alto nivel a todas las CES, la primera
cepa fue descrita en Kyoto (Japon) y contenia 12 aminoacidos diferentes del alelo penA
mosaico X, el cual estd asociado con la mayoria de los primeros tratamientos con
cefixima fallidos en Japon (168). Recientemente se ha comprobado que tres de estas
mutaciones (A311V, V316P, y T483S) aumentan de forma significativa las CMI de
ceftriaxona y cefixima (215). También se han aislado cepas resistentes a ESC en Francia
(169) y Espana (170). Ambos aislados pertenecen al secuenciotipo (ST) multilocus

ST1901y al ST NG-MAST ST1407 (216), que ha sido identificado como una cepa MR que
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presenta una gran proporcién de cepas con sensibilidad disminuida y resistencia a CES
(127). Ambas cepas contenian también un alelo tipo XXXIV del gen penA mosaico (168)
con una alteracion A501P adicional, el cual proporciona resistencia de alto nivel a

ceftriaxona y cefixima (169,170).

Aunque la alteraciones especificas de la diana PBP2 supongan el principal
mecanismo de resistencia contra cefalosporinas, los gonococos también cuentan con los
determinantes de resistencia mtrR y penB, que aumentan el eflujo y reducen el influjo
de cefalosporinas respectivamente (127,168,188-192,217). Ambos mecanismos
aumentan en mayor medida las CMI de ceftriaxona que las de cefixima, lo que sugiere
que ésta ultima no es un sustrato ideal para el sistema de bombas de eflujo MtrCDE ni la
porina PorBib (190). Al igual que para las penicilinas (185), se ha observado la

transferencia de estos determinantes cromosémicos de resistencia (190).

Hoy en dia las CES son los antimicrobianos de referencia en muchos paises, por
lo que es necesario que se conozcan las causas que llevan a los gonococos a adquirir
resistencia de alto nivel frente a ellos. Para ello se deben utilizar la mutagénesis directa
y estructuras de cristal de las formas alteradas de PBP2 de las cepas resistentes a CES,
para asi detectar mutaciones especificas y reducciones en la frecuencia de acilacion,
ademas de como se preserva la funcion transpeptidasa al mismo tiempo. Finalmente, se

debe investigar la viabilidad in vitro e in vivo de dichos gonococos.

1.6.9. Respuesta internacional a la evolucion de la resistencia y posible

emergencia de la gonorrea intratable

La evolucion de la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae,
particularmente la resistencia a ceftriaxona, junto con la resistencia conservada a todos
los antimicrobianos previamente utilizados en la terapia antimicrobiana, ha causado una
gran preocupacion a nivel global debido a la posibilidad de que la gonorrea se vuelva muy
dificil de tratar e incluso intratable en ciertas circunstancias (31). Como consecuencia,
las nuevas guias han introducido la terapia dual como tratamiento de primera linea
contra los casos de gonorrea faringea y anogenital no complicada (157,158). Los nuevos
tratamientos consisten en 250 mg de ceftriaxona intramuscular junto con 1 g de
azitromicina oral, aunque algunas guias recomiendan también dosis de 500 mg de
ceftriaxona (218,219) y 2 g de azitromicina (218). Ademaés, la OMS (220), la CDC
americana (221) y la CDC europea (“European CDC”, ECDC) (222) publicaron en 2012
planes de respuesta globales y regionales respectivamente, para controlar y mitigar la
propagaciéon de gonococos MR. Uno de los principales objetivos de estos planes de accion

es la mejora de los estudios de vigilancia de gonococos resistentes a antimicrobianos y/o
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tratamientos de gonorrea fallidos (solo cuando se hayan utilizado tratamiento

recomendados) a nivel local, nacional e internacional.

La OMS establecio en el ano 1990 el programa global “Gonococcal Antimicrobial
Surveillance Programme” (GASP) que fue relanzado en 2009. Los objetivos de este
programa incluyen monitorizar las tendencias de las resistencias antimicrobianas
(incluyendo diferencias entre regiones), identificar resistencias emergentes e informar
de los tratamientos recomendados contra la infeccién gonocdcica. Para ello es crucial que
se conserven los cultivos de gonococo en los laboratorios y que se realice una vigilancia
epidemiolégica en todo el mundo. Ademas, requiere una voluntad politica y una
importante financiaciéon para invertir en la infraestructura de los laboratorios y en
personal entrenado. Todos los planes resaltan la importancia de acciones globales que
disminuyan la carga de infecciones gonococicas mejorando la prevencion temprana, el
diagnostico, la bisqueda de contactos, el tratamiento y la vigilancia epidemiologica de
los casos diagnosticados (220). Este compromiso debe combinarse con estrategias que
controlen el correcto uso y seleccién de antimicrobianos y una mayor conciencia entre
microbiologos, epidemiblogos y clinicos. Por otro lado, los planes deben dirigirse
principalmente a las poblaciones de mayor riesgo como los HSH, trabajadores sexuales
etc., y al tratamiento de la gonorrea faringea, ya que es dificil de erradicar y supone un
reservorio asintomatico para la transmision de la enfermedad y la aparicion de
resistencias. Por desgracia, los planes GASP estan incompletos en algunas regiones como
América Latina y el Caribe (144,223) o inexistentes en otras regiones como Europa del
Este, Asia Central y Africa (224—226), donde la frecuencia de la infeccién gonocdcica es

mayor.

1.6.10. Perspectivas futuras en el tratamiento de la gonorrea

Hoy en dia, el régimen de tratamiento antimicrobiano de ceftriaxona junto con
azitromicina, actualmente introducido en los EEUU y Europa, parece ser altamente
efectivo y deberia ser considerado como una opcion en cualquier region donde los
estudios de vigilancia de resistencias antimicrobianas sean insuficientes o no
recomienden cualquier otro régimen de tratamiento (227). Sin embargo, este

tratamiento presenta algunos inconvenientes:

e La sensibilidad a ceftriaxona se ha reducido en los tltimos afios a nivel global.

e La resistencia a azitromicina es prevalente en muchas regiones y emerge
rapidamente en las regiones donde se usa con frecuencia.

e Se han reportado cepas gonococicas altamente resistentes a azitromicina (CMI

>256 ug/ml) de un nimero cada vez mayor de paises.
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e Se conocen cepas gonocdcicas de sensibilidad reducida o resistencia tanto a
ceftriaxona y azitromicina que circulan a nivel global.

e La terapia antimicrobiana dual puede no ser econdémicamente asumible en
regiones con pocos recursos. Ademas, dichas regiones suelen ser las que sufren

un mayor nimero de casos de gonorrea.

Teniendo en cuenta estos factores, no parece que el tratamiento de ceftriaxona
junto con azitromicina vaya a ser una solucion a largo plazo (120,127,227). Por lo tanto,
es necesario el desarrollo de nuevos antimicrobianos (u otros componentes terapéuticos)
que permitan una monoterapia efectiva, o al menos que se puedan incluir en nuevas
terapias duales. Por ejemplo, un estudio evaluo la efectividad de tratamientos duales de
gentamicina intramuscular (una dosis de 240 mg) mas azitromicina oral (una dosis de 2
g) y gemifloxacina oral (una dosis de 320 mg) més azitromicina oral (una dosis de 2 g).
El primer tratamiento fue efectivo (cura del paciente) en el 100% de los pacientes, y el
segundo en el 99,5%. Pese a que los efectos adversos fueron frecuentes en ambos
tratamientos (300), cualquiera de los dos podria ser utilizado en casos de resistencia a

ceftriaxona, fracaso de la terapia dual o alergias a CES (158).

Algunos antimicrobianos que podrian ser de interés en el futuro para el

tratamiento de la gonorrea son los siguientes:

¢ Espectinomicina: Hoy en dia la sensibilidad a espectinomicina es muy alta en
todo el mundo, incluso en Corea del Sur, donde se ha utilizado de forma frecuente
en los tltimos afnos (136). Sin embargo, no es efectiva contra infecciones faringeas
y no esta disponible en muchos paises (172).

e Gentamicina: Se ha utilizado por via parenteral como tratamiento de primera
linea durante los taltimos 20 afios en Malawi sin que se haya observado resistencia
in vitro (228), ademas de que la sensibilidad in vitro de este antibiotico es alta en
Europa (229). Sin embargo, la gentamicina no se ha utilizado en Malawi como
monoterapia, si no que junto a la doxicilina en el tratamiento de infecciones
urogenitales. Ademés, no se cuenta con informacién de la efectividad del
tratamiento en casos de gonorrea faringea y anorectal. Por altimo, el tratamiento
de dosis tnica de gentamicina logro un 91,5% de efectividad en un meta-analisis
reciente (230). No obstante, no se cuenta con datos que relacionen las CMI de
gentamicina y los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos con los
resultados del tratamiento, por lo que no se dispone de puntos de corte de
resistencia de referencia.

e Solitromicina: Es una fluoroquinolona oral que recientemente ha demostrado

tener una alta actividad in vitro contra gonococos, incluso contra los resistentes

39



a CES, los XR ylos MR (231). Un estudio reciente logré curar al 100% de pacientes
con una dosis tnica de 1,2 g 0 1,0 g de solitromicina (232), pero se ha observado
que las cepas con alta resistencia a azitromicina (CMI >256pug/ml) muestran
resistencia a solitromicina (231).
¢ Ertapenem: Es otro antibi6tico que ha mostrado una alta actividad contra los
gonococos, incluidos los MR y los XR. Sin embargo, los determinantes de
resistencia a CES (alelos mosaicos penA, mtrR y penB) aumentan las CMI de
ertapenem (233).
Estos 4 antimicrobianos podrian ser una opcion de futuro para el tratamiento de
la gonorrea, aunque probablemente no para monoterapias de primera linea. En cambio,
podrian ser utilizados en terapias extremas contra cepas resistentes a ceftriaxona y como

parte de terapias duales (31).

Ademés, se han desarrollado derivados de los antimicrobianos previamente
utilizados en el tratamiento de la gonorrea. Es el caso de la tigeciclina (derivado de la
tetraciclina), eravaciclina (analogo sintético de la tetraciclina), dalbavancina
(lipoglicopéptido semisintético), avarofloxacin y delafloxacin (fluoroquinolonas de
amplio espectro), SM-295291 y SM-369926 (carbapenems 2-acilos de amplio espectro),
los cuales han mostrado ser efectivos in vitro contra diversas cepas (31). Sin embargo,
N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia a todos los antimicrobianos utilizados como
terapia de primera linea, por lo que cabe esperar que desarrolle resistencias contra los
derivados de aquellos antimicrobianos. Por lo tanto, para lograr un tratamiento
adecuado en el futuro seria necesario el desarrollo de antimicrobianos que ataquen
nuevas dianas y componentes que inhiban el desarrollo de resistencias en otros. Algunos
ejemplos que se han utilizado in vitro contra gonococos son los nanomateriales
citotéxicos (234), inhibidores de los sistemas de bombas de eflujo (235,236) y moléculas
que imitan la actividad de las defensas del hospedador (237). Por altimo, el producto IL-
12 NanoCap (TherapyX Inc.) es una formulacion de la interleucina 12 humana que podria

ser utilizado como vacuna contra N. gonorrhoeae en un futuro.
1.7. Diagnostico de la gonorrea

Un diagnostico eficaz es esencial para poder administrar un tratamiento
antimicrobiano efectivo al paciente. El diagnoéstico de la gonorrea consiste en la
deteccion de la bacteria N. gonorrhoeae o su material genético, ya sea en muestras
genitales o extragenitales. Para el diagnostico son esenciales diversas técnicas de
laboratorio, pues el diagnostico sin el uso de estas técnicas es complicado por las

siguientes razones (17):
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e La infeccidon gonococica es asintoméatica en muchas ocasiones, sobre todo en
mujeres, en la faringe y en el recto.

e Los sintomas, suponiendo que aparezcan, suelen ser muy inespecificos.

1.7.1. Recogida, transporte y almacenamiento de las muestras

Las localizaciones adecuadas para la toma de muestras dependen de varios
factores como la edad, orientacion sexual, manifestaciones clinicas y los métodos de
diagnoéstico que se vayan a realizar. Dependiendo del género, las practicas sexuales y

método de diagnostico, las muestras se deben tomar de las siguientes localizaciones:

e Mujeres: Canal endocervical para microscopia y cultivos. Canal endocervical o
vagina para TAAN. Algunas localizaciones secundarias incluyen la uretra, recto y
orofaringe.

e Hombres heterosexuales: Uretra para microscopia y cultivos. Orina para TAAN.

e Hombres y Mujeres con signos clinicos indicativos y/o practicas sexuales anales
y orales: Ademés de las muestras mencionadas en los anteriores puntos, se deben
tomar también muestras del recto y orofaringe.

Para la obtencion de la muestra se utilizan torundas de plastico o alambres
flexibles con punta de rayon (viscosa), dacron (tereftalato de polietileno) o alginato
calcico con medio de transporte tipo Stuart-Amies. Se deben evitar las torundas de
madera y punta de algodoén y el uso de antisépticos, analgésicos y lubricantes a base de
aceites, ya que contienen acidos grasos saturados que pueden ser tdxicos para el
microorganismo. La toma de muestras debe realizarse antes de iniciar el tratamiento

antimicrobiano.

La OMS ha publicado las instrucciones para tomar muestras de diferentes

localizaciones anatdémicas:

¢ Endocérvix: Se inserta una torunda unos 2-3 cm en el canal endocervical y se
frota generosamente durante 5-10 segundos. No se recomienda la toma de estas
muestras en nifias en prepubertad y mujeres con histerectomia. En estos casos,
se deben tomar las muestras del vestibulo vaginal.

e Uretra: Se deben tomar las muestras al menos 1 hora después de que el paciente
haya orinado, tomando la secrecion o el exudado. Si no se logra, se inserta una
torunda unos 2-3 cm en la uretra y se frota generosamente durante 5-10
segundos. En mujeres se realiza la misma técnica, pero antes se masajea la uretra

contra la sinfisis ptbica.
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e Vagina: Las muestras vaginales solo se toman para TAAN. Se frota la torunda
contra las paredes vaginales posteriores durante cinco segundos. Las torundas
vaginales pueden ser tomadas tanto por el paciente como por el clinico (238,239).

¢ Recogida de la primera orina: Solo se toma para TAAN. Es necesario que el
paciente no se haya lavado el area genital. Se toman los primeros 10-20 ml de
orina evacuados en un contenedor estéril al menos una hora después de la
miccion anterior.

¢ Recto: Se inserta una torunda unos 2-3 c¢cm en el recto y se frota generosamente
contra las paredes del recto durante 10 segundos. Si la torunda se contamina con
heces, se descarta y se utiliza una nueva. En pacientes sintomaticos, el uso de un
proctoscopio para la toma de muestras anorrectales aumenta el rendimiento de
los cultivos.

e Orofaringe: Se frota la torunda en la zona faringea posterior por encima del
borde inferior del paladar blanco y las criptas de las amigdalas.

e Conjuntiva: Se retrae el parpado inferior y se desliza una torunda a través de la

superficie de la conjuntiva palpebral inferior hacia la esquina mediana del ojo.

Los gonococos son muy sensibles a las condiciones ambientales (temperatura,
desecacion, oxidacion y sustancias téxicas), de modo que el transporte de las muestras
de la clinica al laboratorio reduce la viabilidad del microorganismo. Para evitar esto, en
medida de lo posible, se debe escoger un método de transporte 6ptimo, que se basa en la
inoculacién de las muestras en medios de cultivos nutritivos y selectivos. La inoculaciéon

debe realizarse en el cuarto de consulta.

Este método puede no ser posible siempre. En esos casos, las muestras deben
introducirse en medios de transporte no nutritivos como Stuart o Amies, o inocularse en
sistemas de transporte nutritivos como Transgrow, Jembec, Gono-Pak o InTray GC. Si
las muestras son transportadas en medios de transporte no nutritivos, la tasa de
aislamiento tras el transporte de muestras a temperatura ambiente (20-25°C) es
aproximadamente del 100% durante las primeras 6 horas y superior al 90% hasta las 12
horas (17). Tras 48 horas de transporte, sin embargo, la recuperacion de gonococos ya
no es posible. Por lo tanto, si el tiempo de transporte va a superar las 48 horas, se deben
utilizar sistemas de transporte nutritivos que incorporan un medio de cultivo con una
atmosfera con una concentracion de CO, apropiada, las cuales permiten una tasa de

recuperacion lo mayor posible (17).
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1.7.2. Diagnéstico presuntivo: microscopia

El diagnostico presuntivo de la gonorrea consiste en la observacion de la muestra
a través del microscopio. Con un objetivo 100x se observan diplococos Gram negativos
dentro de leucocitos polimorfonucleares (LPMN). Esta técnica es rapida y sencilla. Es
una técnica efectiva en casos de hombres con uretritis purulenta, ya que en estos casos
la observacion de diplococos Gram negativos en el citoplasma de los LPMN tiene una alta
especificidad (>99%) y sensibilidad (>95%) (240). Sin embargo, pueden aparecer falsos
positivos y la especificidad de la microscopia puede variar dependiendo de la experiencia
del microbitlogo. Ademas, la microscopia tiene menor sensibilidad en hombres
asintomaticos e infecciones endocervicales, y no se recomienda su uso para el diagnostico
de infecciones rectales y faringeas, ya que en este tipo de muestras se puede encontrar
una gran variedad de microorganismos saprofitos que disminuyen la sensibilidad de la

técnica.
1.7.2.1. Control de calidad de la microscopia

El control de calidad se deberia realizar utilizando diferentes reacciones de Gram
en un nimero de bacterias control. Este proceso se deberia realizar al empezar un nuevo

lote de reactivos.
1.7.3. Cultivo e identificacion de N. gonorrhoeae (presuntivo y definitivo)
1.7.3.1. Cultivo de las muestras

Cuando las muestras llegan al laboratorio, éstas son cultivadas. Para ello se
utilizan medios de cultivo de agar chocolate, que incluyen heminas y factores de
crecimiento que estimulan el crecimiento de los gonococos. También se pueden utilizar
medios selectivos y nutritivos como el Thayer-Martin (241), Thayer-Martin modificado
y el agar New York City (NYC) (242). Algunos de los medios selectivos contienen 3-4
mg/L de vancomicina que puede inhibir el crecimiento de hasta el 5% de los gonococos
de las muestras (243), por lo que se recomienda el uso de medios de cultivo con
concentraciones reducidas de vancomicina (2 mg/L) o lincomicina (1 mg/L) para el
cultivo de muestras urogenitales. Para el cultivo de muestras rectales y faringeas es

preferible el uso de medios con concentraciones de vancomicina normales (3-4 mg/L).

El rendimiento de un cultivo para el diagnostico de la gonorrea esta condicionado

por los siguientes factores:

e Numero de localizaciones anatémicas de las que se han tomado las muestras.
e Técnica y torundas utilizadas para la toma de las muestras.

¢ Condiciones y duracién del transporte.
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e Composicion y calidad del medio de cultivo.
e Condiciones de inoculacidén e incubacion.

e Reactivos y técnicas utilizadas para la identificacion de N. gonorrhoeae.

1.7.3.2. Control de calidad del medio de cultivo

Se debe realizar un control de esterilidad a todos los lotes. También se debe
analizar la eficacia del medio para el crecimiento de los gonococos y para la inhibicién de
microorganismos contaminantes. En las pruebas de control se deben utilizar las cepas
de referencia de la OMS (196) o la cepa ATCC 49226 descrita por el CLSI (244). Para
controlar la inhibicién de otros microorganismos, se pueden utilizar otras cepas de
referencia como Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Neisseria sicca ATCC 9913 y Candida albicans ATCC 14053.

1.7.4. Identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae después del cultivo

Se puede realizar una identificacion presuntiva de colonias con apariencia de
gonococo que hayan crecido en el medio de cultivo selectivo. Para ello se realizaran una

tincién Gram y la prueba de la oxidasa.

La prueba de la oxidasa detecta la presencia del citocromo c oxidasa, y se lleva a
cabo frotando unas colonias en un papel de filtro mojado con el reactivo comercial (1%
soluciéon acuosa de tetrametil-para-fenilenediamina dihidroclorido) y esperando un

maximo de 30 segundos. La prueba es positiva cuando se crea color morado.

En el caso de muestras genitales, la observacion de diplococos Gram negativos y
oxidasa positivos, junto al crecimiento de colonias con la morfologia tipica de los
gonococos en medios selectivos, sirve como una identificacion fiable de N. gonorrhoeae
(17). Este diagnostico presuntivo es suficiente para iniciar el tratamiento, especialmente
con pacientes en alto riesgo y cuando los recursos son limitados. Sin embargo, el
diagnostico definitivo de gonorrea requiere la eliminacion de especies similares como N.
meningitidis, Neisseria lactamica y N. cinerea, ya que estas especies pueden crecer en
los medios selectivos mencionados anteriormente. Ademas, la probabilidad de aislar
dichas especies en muestras extragenitales es alta, por lo que son necesarias un mayor

numero de pruebas para confirmar la identidad de los gonococos.

1.7.4.1. Control de calidad de los reactivos para la prueba de la oxidasa

El control de calidad se debe realizar en intervalos regulares y cada vez que se
utilice un nuevo lote de reactivos. Se debe realizar el control sobre cepas de referencia
oxidasa positivas, como N. gonorrhoeae ATCC 49226, y oxidasa negativas, como S.
epidermidis ATCC 12228 y E. coli ATCC 25922.
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1.7.5. Confirmaciéon de la identificacion de N. gonorrhoeae después del

cultivo

Tras la identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae, se pueden realizar 4 tipo de

pruebas para confirmar la identidad de los gonococos. Dichas pruebas son las siguientes:

e Pruebas bioquimicas.
e Pruebas inmunolbgicas.
e Nuevas técnicas de espectrometria de masas, como el MALDI-TOF.
e Pruebas moleculares.
La eleccion de la técnica dependera del nimero de aislados que se vayan a

analizar y los costes, entre otros.
1.7.5.1. Pruebas bioquimicas

El método tradicional se basa en la habilidad de N. gonorrhoeae para producir
acido mediante la oxidacién de glucosa, lo que reduce el pH y causaria un cambio de
color de un indicador de pH. Esta propiedad se detecta inoculando cultivos puros en agar
cisteina tripticasa (ACT), el cual contiene glucosa, maltosa y sacarosa, e incubando
durante 24 horas. También es efectivo el test rapido de utilizaciéon de carbohidratos
(TRUC) (245,246), basado en la producciéon de enzimas en vez de en el crecimiento, y

cuyos resultados se logran a las 4 horas.

Algunas pruebas comerciales se basan en la deteccion de varios enzimas
producidos por los gonococos. Los principales son Gonocheck-II (E-Y Laboratories)
(246,247) y “Neisseria Preformed Enzyme Test” (PET, Key Scientific). Estas técnicas no
requieren incubaciones, logrando los resultados rapidamente. Ambas pruebas se basan
en la presencia o ausencia de algunos enzimas, lo que causa cambios de color en la
muestra. Sin embargo, estas pruebas pueden dar falsos positivos, pues algunas especies
saprofitas de Neisseria producen algunos de los enzimas utilizados en las pruebas.
También se pueden dar falsos negativos si los aislados no expresan los enzimas

requeridos.

Hoy en dia existen pruebas comerciales que combinan pruebas de utilizacion de
carbohidratos y pruebas de deteccion de enzimas, logrando asi mejores resultados que
por separado. Dos ejemplos son API NH (bioMerieux) y RapID NH (Remel) (247).
Ambos contienen sustratos deshidratados en una serie de pocillos, los cuales de llenan
con una suspension de colonias. Tras 2-4 horas de incubacién a 37°C se observaran los

cambios de colores producidos, y se consigue un perfil numérico. La identificacion se
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realiza comparando el perfil obtenido en una base de datos, ya sea en papel u online en

la pagina web del proveedor.
1.7.5.1.1. Control de calidad de pruebas bioquimicas

Se debe realizar un control de calidad con cada nuevo lote, utilizando una cepa de
referencia de N. gonorrhoeae. También se pueden utilizar otras especies como N.
meningitidis ATCC BAA-355, N. lactamica ATCC 23970, N. sicca ATCC 9913 y N.
cinérea ATCC 14685.

1.7.5.2. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight

El “Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight” (MALDI-TOF)
es una combinacién de una técnica de ionizacidon suave (MALDI) seguido de un detector

de iones (TOF). Las principales ventajas de esta técnica son las siguientes (248):

e Serequiere una cantidad pequena de muestra.
e Raépiday sencilla de realizar.
e Alta especificidad para la diferenciacion de especies.
Uno de los inconvenientes de esta técnica es el alto coste del equipo, aunque el
coste de su uso es muy bajo. Por ultimo, distingue de forma efectiva las especies
comensales de Neisseria de las especies patogenas, ademas de distinguir entre N.

meningitidis y N. gonorrhoeae.
1.7.5.3. Pruebas inmunolégicas

Aunque tienen un alto coste econdémico, las pruebas inmunoldgicas son
especialmente utiles en laboratorios con un alto nimero de aislados. No requieren el uso
de cultivos puros, asi que se puede realizar la identificacién 24 horas antes que con las

pruebas bioquimicas.

Hoy en dia existe una variedad de pruebas comerciales. Uno de ellos es el
“Phadebact Monoclonal GC test” (Boule) (246,247), que contiene una mezcla de
anticuerpos monoclonales especificos para la porina PorB de la membrana exterior. Los
anticuerpos son absorbidos por la proteina A de Staphylococcus aureus y, al mezclarse
con el antigeno del gonococo, se produce la aglutinacion. Esta técnica permite la
identificacion de N. gonorrhoeae, ademas de clasificarlo en el serogrupo WI (IA; PorB1a)
o WII/III (IB; PorBib). La prueba tiene una alta sensibilidad y especificidad. Otras
pruebas comerciales utilizan sets de anticuerpos similares, pero el método de deteccion

varia.
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1.7.5.3.1. Control de calidad de las pruebas inmunologicas

Se deberia realizar un control de calidad por cada nuevo lote de reactivos. Como
control positivo se deben utilizar N. gonorrhoeae serogrupo WI (cepa de referencia G de
la OMS) (196) y WII/III (cepa de referencia K de la OMS) (196). Como control negativo
se debe utilizar una especie altamente relacionada a N. gonorrhoeae, como N. lactamica
ATCC 23970.

1.7.6. Diagnédstico molecular
1.7.6.1. Introduccion de las técnicas moleculares

Hoy en dia la deteccion de la infecciébn gonocodcica se realiza mayormente
mediante pruebas comerciales de TAAN, los cuales amplifican una regiéon especifica del
ADN o ARNr de N. gonorrhoeae y luego detectan las copias generadas. Las regiones
detectadas (ARNT 168, genes Opa, etc.) y el método de amplificacién (PCR convencional,
PCR a tiempo real, etc.) pueden diferir dependiendo de la prueba comercial empleado.
Las TAAN son altamente sensibles y especificas, aunque las especificidad puede varias
entre diferentes TAAN (17). El proceso de las TAAN dura cerca de un dia laboral, por lo
que son mas rapidas que los cultivos, los cuales duran entre 2 y 3 dias. Las TAAN tienen
una mayor sensibilidad que los cultivos y una mayor tolerancia a los problemas que
puedan suceder durante la coleccion, transporte y almacenamiento de las muestras (17).
Las desventajas de las TAAN incluyen el coste del equipo y reactivos, la incapacidad para
realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana y la especificidad suboptima de algunas
TAAN. A pesar de estas desventajas, se debe promover el uso de TAAN junto con cultivos

incluso en laboratorios de bajos recursos.

1.7.6.2. Tipos de muestras para las técnicas de amplificacion de acidos

nucleicos de N. gonorrhoeae

Se pueden utilizar muchos tipos de muestras, incluidas las invasivas y no
invasivas. Sin embargo, las diferentes TAAN pueden estar dirigidas a distintos tipos de
muestras, por lo que se debe consultar las instrucciones proporcionadas por las casas

comerciales para conocer el tipo de muestra ideal en cada caso.

No existen ain TAAN con licencia para analizar muestras extragenitales, pero hay
pruebas de que las TAAN son mas sensibles que los cultivos para ese tipo de muestras
(249—251). Aun asi, los resultados positivos deberian ser confirmados con una prueba
suplementaria (TAAN con otra secuencia diana) para evitar los resultados falsos

positivos (252,253). Se debe tener especial cuidado con las muestras faringeas porque las
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TAAN pueden mostrar reactividad cruzada con las especies comensales del género

Neisseria o con N. meningitidis.
1.7.6.3. Efecto del valor predictivo positivo

La sensibilidad y especificidad de las TAAN junto con la prevalencia de la
gonorrea en la poblacion son factores a tener en cuenta ya que pueden afectar al valor
predictivo positivo (VPP) de la prueba, y por lo tanto, al nimero de falsos positivos
obtenidos. Una baja prevalencia reduce el VPP incluso al emplear TAAN altamente
sensibles y especificas (17). El VPP minimo requerido es de >90%, de modo que, cuando
el VPP tenga un valor menor se debe realizar una TAAN suplementaria (con una
secuencia diana diferente) para confirmar los resultados (17). Esto es particularmente
importante para las TAAN que identifican N. gonorrhoeae y C. trachomatis porque la
prevalencia de estas dos infecciones pueden variar sustancialmente. En muchos paises
la prevalencia de C. trachomatis es considerablemente superior a la de N. gonorrhoeae,
por lo que el primer microorganismos podria no necesitar una prueba suplementaria,

pero la segunda podria necesitarla (17).

1.7.6.4. Control de calidad de las técnicas de amplificacion de acidos

nucleicos

Se debe incluir un control de calidad interno en cada prueba que se realice.
También se deben realizar una evaluacion interna de calidad de forma regular repitiendo
pruebas en muestras cuyo resultado es desconocido. El niimero y frecuencia de estas
evaluaciones depende del nimero de pruebas realizados, entre el 1y 5% del total testado
al mes por ejemplo. También se deben realizar evaluaciones de calidad externas, que se
pueden realizar utilizando paneles de muestras proporcionadas por proveedores como el
“United Kingdom National External Quality Assessment Services” (UK NEQAS;
www.ukneqas.org.uk) y “Quality Control of Molecular Diagnostics” (QCMD;

www.qemd.org), lo cuales suministran paneles a varios paises. Otra opcion para las

evaluaciones externas es el intercambio de muestras entre distintos laboratorios, aunque

es un proceso mas informal.

1.8. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana
1.8.1. Introducciéon

N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia a todos los antibioticos previamente
utilizados como tratamiento de primera linea, como penicilinas, tetraciclina y
fluoroquinolonas. En los ultimos afos los tinicos antimicrobianos recomendados en

muchos paises han sido cefixima y ceftriaxona y azitromicina (115), pero hoy en dia se
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han reportado casos de tratamientos de cefixima fallidos, e incluso casos esporadicos de
tratamientos fallidos a ceftriaxona (172). Si las cepas de N. gonorrhoeae resistentes a
ceftriaxona se propagasen por el mundo, la gonorrea podria volverse intratable a la

monoterapia en ciertas circunstancias (115).

Debido a estas razones, es esencial la monitorizaciéon a nivel local, regional y
global de la sensibilidad de N. gonorrhoeae. Para ello se utiliza una serie de pruebas de
sensibilidad antimicrobianas, las cuales se dividen en pruebas de determinacion de la
CMI y las pruebas de determinacién cualitativa. La CMI de un agente antimicrobiano
para un aislado es aquella concentraciéon del antimicrobiano que inhibe el crecimiento
del aislado. Los métodos que determinan la CMI son la dilucion en agar y E-test, mientras

que la difusion en agar disco-placa realiza la determinacion cualitativa.

Todas las pruebas de sensibilidad antimicrobiana deben realizarse a partir de
cultivos de N. gonorrhoeae puros y recientes (18-24 horas de incubacién). Ademas, se

debe confirmar previamente la identidad de los gonococos.

1.8.2. Medio de agar recomendado

El medio recomendado para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de N.
gonorrhoeae es el agar GC, como el “Difco GC Medium Base”, suplementado con 1% de

medio de crecimiento definido o 1% IsovitaleX/Vitox.
1.8.3. Criterios de interpretacion

Los criterios de interpretacion que clasifican los aislados en sensible, sensibilidad
intermedia o resistente son establecidos por organizaciones como CLSI (254) y EUCAST
(255), entre otras. Los puntos de corte establecidos por ambas organizaciones para
N. gonorrhoeae son similares en la mayoria de casos, aunque EUCAST establece puntos
de corte menores para cefixima y ceftriaxona, y CLSI no ha establecido puntos de corte

para la interpretacion de azitromicina mediante CMI.

1.8.4. Control de calidad de la determinacion de la sensibilidad

antimicrobiana

Cada vez que se realice una serie pruebas se debe incluir una cepa de referencia
de la OMS (196) o de CLSI (254), o cada vez que se estrene un nuevo lote de medio de
cultivo o un nuevo lote de tiras de E-test. Al observar los resultados, las CMI de la cepa
control deben situarse entre los rangos establecidos para dicha cepa. En el caso de la
difusién en agar disco-placa, el didmetro del halo de inhibicién producido en la cepa de

control debe situarse dentro del rango establecido para dicha cepa.
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1.8.5. Eleccion de antibioticos

Los antibi6ticos testados en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana deberian
ser aquellos recomendados para el tratamiento de la infeccién gonococica y los
recomendados por los programas de vigilancia. También pueden testarse antibioticos
que podrian suponer una opcién de tratamiento en el futuro o predecir la resistencia a

otros antibidticos con el mismo mecanismo de accion.

1.8.6. Dilucién en agar

La dilucion en agar es la técnica de referencia para determinar la sensibilidad
antimicrobiana de N. gonorrhoeae, aunque es laboriosa y poco apropiada para ser

utilizada como prueba de rutina, sobre todo si se analiza un bajo ntimero de aislados.

En esta técnica, se prepara una serie de medios con agar a los que se incorpora el
antimicrobiano a evaluar cuando el agar esta atin fundido. Se prepara una serie de placas
que contienen distintas concentraciones de antimicrobiano, generalmente teniendo capa
medio el doble de concentracion que el medio anterior, logrando asi el rango de dilucion
deseado. También se preparan dos placas sin antimicrobiano que sirven como control
positivo. Una vez solidificados los medios, son inoculados empleando un replicador que
permite la inoculaciéon de 32-36 aislados a la vez. Una vez inoculados, se incuban las
placas durante 18-24 horas y se observan los resultados. La placa con menor
concentraciéon de antimicrobiano en el que no se observe crecimiento establece la CMI
(no se considera crecimiento la aparicion de una colonia aislada o de un halo tenue

debido al propio inéculo).
1.8.7. E-test

El E-test es una técnica de difusién en agar que determina la CMI de un
antimicrobiano contra un microorganismo. En esta técnica se utiliza una tira de plastico
que contiene un gradiente de antimicrobiano, en mg/L. Una vez depositada la tira en la
superficie de un medio de cultivo inoculado, el antimicrobiano se difunde por el medio y
tras 18-24 horas de incubacién produce una zona eliptica de inhibicion de crecimiento.
La interseccion de la elipse con la escala de gradiente marcada en la tira muestra la CMI.
Si la interseccion se encuentra entre dos valores de la tira, la CMI corresponde al mayor

valor.
1.8.8. Difusion en agar disco-placa

La difusion en agar disco-placa es una técnica cualitativa que se basa en el
diametro de los halos de inhibicion observados, a diferencia de la técnica de E-test y la

dilucion en agar, las cuales determinan la CMI. Se utilizan discos comerciales
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impregnados con una concentracidon conocida de antimicrobiano. Una vez depositados
los discos en un medio previamente inoculado, los antimicrobianos se difunden por la
superficie del medio creando un gradiente de antimicrobiano, con las mayores
concentraciones cerca del disco, y menores a medida que se alejan. Tras una incubaciéon
de 18-24 horas se observa un halo de inhibicién cuyo didmetro se mide (en mm) y

proporciona la categoria de sensibilidad.

Hoy en dia se utilizan diferentes métodos de difusion en agar disco-placa, los
cuales se diferencian en la potencia (concentracién de antimicrobiano) de los discos y el
agar utilizado. Estas diferencias resultan en diferentes puntos de corte a la hora de
categorizar los aislados. Los mas utilizados son el método de difusion en disco de CLSI
(244) y el método de la Sociedad Brit4nica para quimioterapia antimicrobiana (“British
Society for Antimicrobial Chemotherapy”, BSAC) (256). Otro método es la difusion en
disco de sensibilidad dicotomica calibrada (“calibrated dichotomous sensitivity”, CDS),
muy utilizado en las regiones Pacifico Oeste y Sureste Asiatico de la OMS (257), el cual

se diferencia de los dos anteriores.

La difusion en agar disco-placa es barata, pero solo se recomienda su uso cuando
no se puede realizar la determinaciéon de la CMI debido a limitaciones de recursos u otras

razones (17).

1.8.9. Interpretacion de los resultados

Independientemente del método de sensibilidad antimicrobiana que se haya
utilizado, el CLSI clasifica los aislados en los siguientes grupos (254): sensible (S),

sensible dependiente de dosis (SDD), intermedio (I), resistente (R) y no sensible (NS).

e Sensible (S): Los aislados de esta categoria son inhibidos cuando se utiliza la dosis
recomendada de antimicrobiano, lo que se traduce en un probable éxito clinico.

e Sensible dependiente de dosis (SDD): Para inhibir los aislados de esta categoria
es necesaria una mayor exposicion antimicrobiana de lo recomendado, es decir,
dosis de mayor concentracion de antimicrobiano y/o mayor frecuencia de dosis.
El concepto SDD es muy reciente, y por el momento se incluye dentro de la
categoria I.

e Intermedio (I): Para inhibir los aislados de esta categoria es necesaria una
concentracion de antimicrobiano que se encuentra al limite de lo alcanzable en
sangre y tejidos. Se puede lograr un éxito clinico en zonas del cuerpo donde los
antimicrobianos estan fisiol6gicamente concentrados (quinolonas y -lactamicos
en orina, etc.) o cuando se puede utilizar una dosis mayor de lo recomendado (3-

lactamicos, etc.).
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e Resistente (R): Los aislados de esta categoria no se inhiben con las dosis de
antimicrobiano recomendadas y suelen mostrar mecanismos de resistencia
especificos, como [-lactamasas. Ademas, los estudios de tratamiento no han
mostrado una eficacia clinica del antimicrobiano los aislados.

e Nosensible (NS): Esta categoria se utiliza en los casos que solo se han establecido
los criterios de interpretacion de la categoria S, es decir, que no hay criterios
establecidos para las otras categorias (SDD, I o R), debido a la ausencia o extrema
rareza de aislados resistentes. Los aislados cuyas CMI estan por encima del punto
de corte S, o cuyos diametros de halos estan por debajo, deben reportarse como
NS.

A pesar de haber establecido estas 5 categorias, el CLSI solo utiliza las categorias
S, SI y R para la interpretaciéon de los resultados de sensibilidad antimicrobiana de N.

gonorrhoeae.
1.8.10. Deteccion de resistencia a penicilina mediada por plasmidos

N. gonorrhoeae puede transportar un plasmido que produce un enzima (3-
lactamasa) que inactiva las algunas penicilinas como ampicilina, penicilina, amoxicilina
y bencilpenicilina. El método mas extendido es el de la cefalosporina cromogénica, la
cual es simple, sensible y especifica. Cuando el anillo -lactdmico de la cefalosporina
cromogénica, nitrocefina, es hidrolizada por la B-lactamasa, se produce un cambio de
color de amarillo a rojo. Este método est4 disponible comercialmente en varios formatos
(258). Otro método menos estandarizados y de menor calidad son el método

acidométrico y método iodométrico.

1.8.10.1. Método de disco de nitrocefina

Se hidrata un disco de nitrocefina en un portaobjetos con agua destilada estéril.
Con un asa estéril se toman varias colonias de un cultivo puro de gonococo que ha estado
incubando toda la noche. Una reaccion positiva normalmente produce color rojo en un
minuto. Puede haber reacciones positivas débiles que tarden mas tiempo en desarrollar
el color. Si no se observa color, es decir, se mantiene amarillo, se considera como

resultado negativo.

1.8.10.2. Método de dilucién de nitrocefina

Se realiza bien anadiendo unas gotas de reactivo directamente sobre el
crecimiento en el medio de cultivo o por inoculacion de la solucion sobre un portaobjetos
o sobre papel de filtro con colonias. Para ello se puede utilizar tanto solucion de

nitrocefina comercial como de preparacion casera usando polvo de nitrocefina. Al igual
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que en el método de nitrocefina en disco, un cambio de color a rojo en cerca de un minuto

indica un resultado positivo, y si se mantiene el color amarillo se considera negativo.
1.8.10.3. Método acidométrico

Se coloca una tira de papel de filtro en una placa de Petri limpia y se satura el
papel con soluciéon de penicilina (0,05 mol/l de tampé6n fosfato, pH 8,0, 0,2 g/l de
purpura de bromocresol, y 50 g/1 de bencilpenicilina sin tamp6n). Con un asa estéril se
extienden 10-20 colonias sobre un 4rea de 5 mm del papel de filtro. Se incuba el papel de
filtro inoculado a temperatura ambiente durante 30 min con la tapa puesta. Un cambio
de color de azul a amarillo en un tiempo cercano a 10 minutos indica un resultado

positivo.
1.8.10.4. Método iodométrico

Se prepara una mezcla de penicilina-yodo afiadiendo 1,1 ml de una solucién de
yodo (1,5 mg de yoduro de potasio y 0,3 g de yodo en 100 ml de 0,1 mol/l de tampdn
fosfato, a pH 6,4, almacenado en una botella marrén a 4 °C) a un vial que contiene 0,15
ml de solucién de bencilpenicilina (1.000.000 Ul/ml, almacenadas a -20 ° C). La mezcla
de reactivos se debe utilizar en la hora siguiente a su preparacion. Con un asa estéril se
cogen varias colonias de la placa de crecimiento del microorganismo y se emulsionan con
una gota de la mezcla penicilina-yodo en un portaobjetos. Se afiade una gota de solucion
de almidon (4 g/l en agua destilada, autoclavada y almacenada a 4 °C) dando un color
purpura intenso a la mezcla. Si el color permanece durante 5 minutos indica que se trata
de un resultado negativo. Si se produce un cambio a incoloro en 5 minutos indica un

resultado positivo.

1.9. Tipado de N. gonorrhoeae

El tipado de N. gonorrhoeae se puede utilizar para clasificar las poblaciones de
esta especie en subpoblaciones llamadas cepas. Este proceso ha sido utilizado durante

muchos anos en los estudios epidemiolégicos con diferentes objetivos:

e Identificar cepas especificas que se propagan en poblaciones humanas
especificas.

e Identificar variaciones temporales y geograficas entre las cepas.

e Identificar los patrones de proliferacion y transmisién de cepas individuales,
particularmente las resistentes a antibio6ticos.

e Confirmar o descartar los fracasos de tratamientos.

e Confirmar o descartar la conexion epidemiologica entre distintos aislados.
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Dado que el tipado de los aislados de N. gonorrhoeae puede tener distintos
objetivos, es muy importante que es utilice la técnica de tipado mas efectiva para cumplir
los objetivos propuestos. Sin embargo, cualquier técnica de tipado empleada deberia ser
lo bastante discriminativa para diferenciar aislados de distinto origen epidemiolégico, y
lo bastante estable para identificar casos que tengan un mismo origen epidemiologico
(216). Las técnicas de tipado que han sido utilizadas para el tipado de N. gonorrhoeae se
clasifican en las no basadas en el ADN y las basadas en el ADN. Todas las técnicas
utilizadas hoy en dia estian basadas en el ADN, pues tienen un mayor poder de

discriminacion y reproducibilidad.
1.9.1. Técnicas de tipado no basadas en el ADN

Durante varias décadas, la diferenciacion de cepas de N. gonorrhoeae se ha
realizado mediante métodos fenotipicos como la determinacion del perfil de sensibilidad

antimicrobiana, auxotipado y determinacion de serovares (216).

1.9.1.1. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana son efectivas para elegir un
tratamiento adecuado para los pacientes, monitorizar los cambios en los patrones de
sensibilidad antimicrobiana e identificar la proliferaciéon de fenotipos resistentes. Sin
embargo, los perfiles de sensibilidad antimicrobiana tienen un poder de discriminaciéon

bajo y no son utilizados hoy en dia para la caracterizaciéon de cepas.

1.9.1.2. Auxotipado

El auxotipado clasifica las cepas dependiendo de los requerimientos nutricionales
de aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas. Su poder de discriminacion es bajo y

no se utiliza hoy en dia.

1.9.1.3. Serotipado

El serotipado clasifica los aislados dependiendo de la heterogeneidad antigénica
de la proteina porina (PorB) de la membrana exterior de N. gonorrhoeae. Se ha utilizado
mucho en el pasado e incluso sigue siendo utilizado hoy en dia como técnica de control
para evaluar nuevas técnicas de genotipado (216). Tiene un mayor poder de
discriminacion que el auxotipado, pero menor que las técnicas actuales de genotipado.
Otras desventajas incluyen la cada vez mayor prevalencia de cepas no serotipables y la
aparicion continua de nuevos serovares debido a la evolucion del gen porB (216). Sin

embargo, esta técnica es 1til en regiones que carezcan de técnicas basadas en el ADN.
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Durante las décadas de 1980 y 1990 muchos laboratorios utilizaron la
combinacién de auxotipado y serotipado para la caracterizacion de las cepas gonocdcicas.
La combinacion de estos dos métodos ofrece un alto poder de discriminacién, aunque

menor que las técnicas modernas de genotipado (216).

1.9.2. Técnicas de tipado basadas en el ADN

Durante las dos tltimas décadas se han desarrollado técnicas de genotipado que
se basan en la caracterizacion de plasmidos y/o la determinacién de polimorfismos en
un locus o en miltiples loci. Las técnicas de tipado basadas en el ADN pueden dividirse
en las técnicas de gel, que se basan en el analisis de patrones de bandas de ADN logradas
mediante electroforesis, y las técnicas de secuenciotipado, basadas en el analisis de

secuencias de ADN.
1.9.2.1. Técnicas de tipado de gel
1.9.2.1.1. Analisis del contenido plasmidico

Esta técnica consiste en la caracterizacion de una parte especifica o de todo el
contenido plasmidico. Los plasmidos analizados son aquellos que contienen
determinantes de resistencia y los productores de [-lactamasas (216). El poder
discriminatorio y la reproducibilidad de la técnica son bajos porque los aislados pueden

adquirir o perder plasmidos, de modo que no es recomendable como técnica de rutina.

1.9.2.1.2. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y

electroforesis en campo de gel pulsado (PFGE)

Estas técnicas consisten en la digestion del genoma bacteriano mediante
endonucleasas de cortes infrecuentes, logrando fragmentos largos de ADN, y la posterior
separacion de los fragmentos en un gel sujeto a electroforesis de campo pulsado (259).
Al lograr fragmentos de ADN de gran tamaro, se observan pocas bandas en el gel, lo que
facilita la lectura de los resultados. Esta técnica es muy util para discriminar aislados en
casos de extrema microepidemiologia (216), pero tiene algunas desventajas como la
dificultad del proceso y de la interpretacion de los patrones de bandas, ademas de

requerir mucho tiempo y tener un coste alto.
1.9.2.1.3. Ribotipado

El ribotipado consiste en la digestion del ADN mediante enzimas de restriccion y
la posterior identificaciéon de genes ribosomales mediante hibridacién. Se logran

patrones de hibridacion muy especificos y reproducibles, y la interpretaciéon es
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relativamente simple. Algunas desventajas son el bajo poder discriminatorio y el alto

tiempo requerido para realizar la técnica (216).

1.9.2.1.4. Tipado Opa

El tipado Opa consiste en la amplificacion de 11 genes opa seguido de la digestion
mediante endonucleasas de restriccion con los enzimas Taql y Hhal y separacion
mediante electroforesis en gel (260). Finalmente se interpretan los patrones de bandas
logrados en el gel. Es una técnica altamente discriminatoria y reproducible, pero es
laborioso y la interpretacion de los resultados es subjetiva. Ademés de la caracterizacién
de aislados de N. gonorrhoeae, también ha sido utilizado para el seguimiento de cepas
entre contactos sexuales (261,262), resolver casos de sospecha de reinfeccion (263) y
para la justificacion de tratamientos fallidos (263,264). Ha sido utilizado para aumentar
el poder discriminatorio de otras técnicas de tipado, sobre todo en analisis de

microepidemiologia extrema (216).

1.9.2.2. Técnicas de secuenciotipado
1.9.2.2.1. Secuenciacion completa del gen porB

Esta técnica consiste en el anélisis de la secuencia del gen porB completo cercana
a 1.000 pares de bases (pb). Es altamente discriminatorio y reproducible, y todas las
cepas son tipables mediante esta técnica (216). Ademas de la caracterizacion de aislados
de N. gonorrhoeae, también ha sido utilizado para el seguimiento de cepas entre
contactos sexuales (265,266), investigacion de tratamientos fallidos (265) y genética de
poblaciones (267). Sin embargo, no existe una base de datos que contenga secuencias
completas del gen porB, lo que dificulta la comparacion de las secuencias completas,
aunque existe una base de datos que contiene un fragmento de 490 pb del gen porB. Una
variante de esta técnica es el tipado por pirosecuenciaciéon, que consiste en una PCR a
tiempo real de fragmentos altamente polimorficos del gen porB, seguido de un anélisis
por pisosecuenciacion. Otra variante es el tipado por sondas biotiniladas, que consiste
en la hibridacion de sondas biotiniladas a regiones variables del gen porB. Sin embargo,
estas dos variantes no son muy utilizadas por los costes del equipo de pirosecuenciaciéon
y algunas desventajas de las técnicas de hibridacion: bajo poder de discriminacion,

reproducibilidad limitada, etc.
1.9.2.2.2, Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing

El método “Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing” (NG-MAST)
analiza dos fragmentos internos variables de dos loci altamente polimoérficos de

N. gonorrhoeae: porB (se analizan 490 pb) y tbpB (se analizan 390 pb), el cual codifica
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la subunidad B de la proteina de union a transferrina (268). Es una técnica de alto poder
de discriminacion y reproducibilidad. Es sencilla y se cuenta con una base de datos
publica que asigna los ST correspondientes a las secuencias. Ademas, los aislados con ST
idénticos pueden ser diferenciados mediante técnicas adicionales como la secuenciacion
completa de porB o el tipado Opa. Ademas de la caracterizacion de aislados de
N. gonorrhoeae, también ha sido utilizado para el seguimiento de cepas entre contactos
sexuales (262,266), investigacion de tratamientos fallidos (265) y prediccion de
resistencia antimicrobiana (269), aunque se debe profundizar en el estudio de si ciertos
ST estan realmente relacionados con la resistencia a determinados antimicrobianos.
Entre los inconvenientes, normalmente requiere el uso de cultivos de N. gonorrhoeae

puros y se debe optimizar el método para su uso con muestras de todo tipo (270).

Las cepas gonocodcicas con ST diferentes pero altamente similares pueden ser
agrupadas en un mismo genogrupo, lo que permite un anélisis estadistico de mayor
confianza al analizar la relacion entre los ST y otros datos epidemiologicos como la
resistencia antimicrobiana o las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes de
infeccidon gonococica. No existe un criterio internacional establecido para la definicion
de los genogrupos, pero la definicién mas aceptada consiste en que dos ST diferentes

forman parte de un mismo genogrupo si (271):
e comparten un mismo alelo, ya sea el de porB o tbpB.

e para la secuencia restante tienen diferentes alelos, pero entre estos alelos
existe una similitud de al menos un 99% (<5 pb de diferencia para porBy

<4 pb de diferencia para tbpB).

1.9.2.2.3. Multilocus sequence typing

El “multilocus sequence typing” (MLST) analiza los fragmentos internos de los
alelos de siete o més genes constitutivos (“housekeeping”) cromosomales. Estos genes
estan relativamente conservados y debes estar distribuidos a lo largo del genoma para
lograr un analisis 6ptimo. Cada secuencia lograda con esta técnica recibe un ntimero de
alelo, y combinando los siete nimeros se crea un perfil alélico, obteniendo asi un ST.
Ademas, el anélisis de perfiles alélicos permite la construccién de dendogramas que

muestras la relacion genética de los aislados (272).

Existe una base de datos (http://www.mlst.net) en los que se pueden caracterizar

los aislados. Se han descrito 18 genes constitutivos aptos para el analisis por MLST (273),
aunque los genes abcZ, adK, fumC, gdh, ginA, gnd y pyrD parecen dar los mejores
resultados (274). Uno de sus inconvenientes es su coste material y la necesidad de

conocimientos bioinformaticos.
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1.9.2.2.4. Numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) y analisis
VNTR de multilocus

El analisis VNTR de multilocus (MLVA) analiza la variacién en el nimero de
repeticiones en tindem en diferentes loci distribuidos por el genoma. Es rapido y de
manejo sencillo, tiene un alto poder discriminatorio y ha sido utilizado para la

caracterizacion de varias bacterias patdégenas como N. meningitidis (275).

1.10. Interés del estudio

La infeccion gonocoécica representa 106 millones de los aproximadamente 498
millones de casos nuevos de ITS curables que se producen en el mundo cada afio (11).
Ademas, N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia a todos los antimicrobianos
previamente empleados en el tratamiento de la gonorrea. La aparicion en los tltimos
afios de cepas gonococicas con sensibilidad disminuida y/o resistencia a CES,
concretamente a ceftriaxona, la cual supone la tdltima linea de tratamiento hoy en dia,
supone un gran motivo de preocupacion. La gonorrea tiene el potencial de convertirse en
una infeccion intratable en el futuro debido a las limitadas opciones en el tratamiento,
sobre todo en entornos subdesarrollados donde también tienen una elevada carga de

infeccion gonocdcica.

Esta pérdida de opciones de tratamiento eficaces y faciles de conseguir dara lugar
a un aumento significativo de la morbilidad y mortalidad de esta enfermedad, ya que en
un futuro podriamos estar en una situacién similar a la era pre-antimicrobiana cuando
una simple infeccion podia tener riesgo de muerte. Por esta razén nos planteamos el reto
de realizar un estudio de vigilancia epidemiologica de la infeccién gonococica en nuestra
area sanitaria que nos aporte un conocimiento detallado de la incidencia de aislados, de
la poblacion de riesgo de sufrir esta infeccion, la sensibilidad antimicrobiana de las cepas
aisladas, asi como la caracterizacion de estas cepas con el objetivo de prevenir la

aparicion de cepas resistentes a todos los antibidticos actualmente disponibles.
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2.1. Objetivos principales

1. Estimar la incidencia de los aislamientos de N. gonorrhoeae identificados en el
Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infecciéon del Hospital Universitario

Basurto (Bilbao) durante los afios 2014 y 2015.

2. Determinar los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana de estos aislamientos a
distintos antimicrobianos recomendados para su tratamiento o que pueden suponer una
opcion terapéutica en el futuro, por el método de diluciéon en agar y/o por el método de

difusion en agar disco-placa y/o por el método E-test.
3. Realizar la caracterizacién molecular de las cepas aisladas.

2.2. Objetivos secundarios

1. Establecer la correlacion entre los resultados obtenidos por los distintos métodos de

sensibilidad antimicrobiana utilizados.

2. Analizar la relacién de los distintos ST y genogrupos obtenidos con las caracteristicas

de los pacientes y la resistencia antimicrobiana.

3. Evaluar los resultados obtenidos a lo largo del estudio y compararlos con los datos
obtenidos por otros estudios similares realizados en nuestro servicio, a nivel nacional y

en otros paises.

61



62



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Diseno del estudio

Se trata de un estudio epidemiolégico descriptivo prospectivo en el que se
analizan los aislamientos de N. gonorrhoeae realizados en el Servicio de Microbiologia
Clinica y Control de Infeccion del Hospital Universitario Basurto de Bilbao durante el
periodo comprendido entre los anos 2014 y 2015, ademas de los datos demogréaficos de

los pacientes a los que pertenecen estos aislamientos.

3.2. Seleccion de las cepas

Las cepas estudiadas fueron aisladas en el Servicio de Microbiologia Clinica y
Control de Infeccion del Hospital Universitario Basurto de Bilbao durante los afios 2014
y 2015. Este hospital da cobertura a la Comarca Sanitaria de Bilbao, con una poblacion
de 346.574 habitantes en el afio 2014 y 354.141 habitantes en el afio 2015, de acuerdo al
Instituto Nacional de Estadistica. El Servicio de Microbiologia Clinica y Control de
Infeccidn ofrece servicio al Hospital Universitario Basurto asi como a los 25 ambulatorios

que forman parte de la Comarca Sanitaria de Bilbao.

Las cepas de N. gonorrhoeae aisladas en el Servicio de Microbiologia y Control
de Infeccion son archivadas y conservadas a -80°C en crioviales Viabank (Medical Wire
& Equipment Co, Corsham, Reino Unido). La coleccién de cepas incluidas en este estudio

fue aislada desde enero del afio 2014 a diciembre del ano 2015.

3.3. Caracteristicas sociodemograficas y datos clinicos de los

pacientes

La poblacién incluida en este estudio es aquella a la que pertenecen las cepas
seleccionadas, es decir, aquellos pacientes en los que se sospecha una posible infecciéon
gonococica bien porque siguen un control de ITS, por que han tenido una relacion sexual
de riesgo, es decir, sin protecciéon o porque clinicamente han sido diagnosticados de
infecciébn gonococica y cuya infeccibn ha sido confirmada mediante métodos
diagnosticos microbiologicos en el Servicio de Microbiologia Clinica y Control de
Infeccion del Hospital Universitario Basurto desde enero de 2014 a diciembre de 2015.
Estos pacientes fueron atendidos en el Servicio de Urgencias del Hospital Universitario
Basurto, en las consultas externas del mismo o en ambulatorios o centros de salud

pertenecientes a la Comarca Sanitaria Bilbao.

La unidad de analisis a la hora de estudiar las caracteristicas sociodemogréaficas
y clinicas de los pacientes fue el episodio en el que se diagnostico la infeccion gonococica.
Se considera un nuevo episodio cuando, tras una primera infeccidbn gonococica y

transcurridos al menos tres meses tras la administraciéon del tratamiento antimicrobiano
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indicado, han desaparecido los signos y sintomas de la infecciéon junto con la erradicaciéon
del microorganismo con confirmacién microbiolédgica, volviendo a ser infectado con otra
cepa gonocdcica distinta a la anterior. Solo se considerd una cepa de N. gonorrhoeae por
paciente dentro del mismo episodio, aunque en los casos donde la infecciéon se detectd
en distintas localizaciones anatémicas se ha tenido en cuenta una cepa de cada

localizacion.

Por otro lado, se considera reinfeccion cuando un paciente que, tras una primera
infeccion gonococica y habiendo recibido tratamiento efectivo con la consiguiente
mejoria o desaparicion de signos o sintomas de infeccion gonococica, junto con la
erradicacién del microorganismo confirmado microbiolégicamente, vuelve a ser

infectado por una pareja sexual infectada no tratada.

3.4. Procesamiento de las muestras

Las muestras seleccionadas para este estudio fueron obtenidas de los pacientes
con sospecha o diagnostico clinico de infeccién gonocdcica. El clinico que atiende a los
pacientes en el momento del episodio es el encargado de enviar las muestras al
Laboratorio del Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infecciéon del Hospital

Universitario Basurto para llevar a cabo su procesamiento.

3.4.1. Tincion de Gram

Se realiz6 una tincion de Gram a las muestras uretrales, endocervicales y
vaginales. Los pasos llevados a cabo para realizar la tincion de Gram fueron los

siguientes:

e Se cubre el frotis fijado con cristal violeta durante 30 segundos y se lava
suavemente con agua fria.

e Seinunda el portaobjetos con una solucién de yodo durante 30 segundos y se lava
suavemente con agua fria.

e Sedecolorala preparacion con una mezcla acetona-etanol durante unos segundos
hasta que el color purpura desaparece y se lava rapidamente con agua corriente
para detener la decoloracion.

e Serealiza una contratincion con safranina o fucsina fenicada durante 1 minuto.

e Selava con agua corriente y se deja secar a temperatura ambiente.

e Se observa el frotis en un microscopio 6ptico con aceite de inmersion y un

objetivo de 1000 aumentos.

Se registrd lo observado en el frotis: células epiteliales, LPMN, morfologia de las

bacterias, y localizacion intracelular o extracelular de las mismas. Se examina el frotis
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durante al menos 2 minutos antes de concluir que no contiene ningtin diplococo Gram

negativo.
3.4.2. Inoculacion e incubacion del cultivo

Las muestras fueron inoculadas e incubadas de acuerdo al siguiente

procedimiento:

e Serota una torunda que contiene la muestra sobre aproximadamente un cuarto
de la superficie del medio de cultivo.

e Se extiende el in6culo sobre el resto del medio para lograr el crecimiento de
colonias aisladas.

e Seincuban los medios en una estufa.

Los medios de cultivos empleados para la inoculacién de las muestras fueron el
medio de agar GC-Lect™y agar Chocolate (Becton Dickinson). La incubacion se realizo
en una estufa a 35°C, en una atmosfera de un 70% de humedad y suplementados con
5% de CO., mediante una bomba inyectora de CO.. Las placas se examinaron tras 18-24
horas de incubacién, y en caso de observar colonias sospechosas de N. gonorrhoeae, se
les realiz6 la identificacion, ademéas de los estudios de sensibilidad antimicrobiana y
caracterizacién molecular. Aquellos cultivos en las que no se observo crecimiento de
colonias sospechosas fueron incubados 24 horas mas, hasta un total de 48 horas. En caso

de no observar colonias sospechosas a las 48 horas, se desecharon las muestras.

La informacion referente a las muestras recibidas en el laboratorio se obtuvo a
través de la base de datos del sistema informaético del laboratorio, donde se registran los
datos reflejados en los volantes de las muestras. Los datos referentes a las muestras

registrados fueron:

e Tipo de muestra y localizacion.
e TFecha de toma de la muestra.

e Servicio de procedencia de la muestra.

3.4.1. Identificacion de las cepas

Se realizO un identificacion presuntiva a las colonias sospechosas de
N. gonorrhoeae. Para ello se realizo la tincion de Gram, donde se observan diplococos
gram negativos, y la prueba de la Citocromo-C-Oxidasa (PathotecR), que es positiva para
N. gonorrhoeae. Para confirmar la identificacion se realiz6 la bateria de pruebas
bioquimicas API® NH (bioMerieux). Una vez confirmada la identificaciéon de las cepas

de N. gonorrhoeae, se procedio al estudio de sensibilidad antimicrobiana por el método
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de difusi6on en agar disco-placa en el medio agar Chocolate. Una vez completada la
identificacion y el antibiograma, estos aislados fueron almacenados en el cepario del
laboratorio. Para ello, se inocularon varias colonias de un cultivo puro de 18-24 horas de
incubacion en el medio selectivo agar GC Lect™, en viales que contenian
aproximadamente 0,5-1 ml de un caldo nutritivo estéril crioprotector con 15-20% de
glicerol, con bolas Viabank (Medical Wire & Equipment Co, Corsham, Reino Unido). Los

crioviales fueron almacenados a -80°C disponibles para un posterior uso.

3.4.2. Estudio de sensibilidad antimicrobiana

Se estudi6 la sensibilidad antimicrobiana de los 360 aislados mediante los
métodos de difusién en agar disco-placa, dilucion en agar y E-test. Los antibidticos

analizados por cada método fueron:

e Difusion en agar disco-placa: penicilina, cefixima, ceftriaxona, cefepima,
cefuroxima, ciprofloxacino, espectinomicina, gentamicina, tetraciclina,
azitromicina y eritromicina.

e Dilucion en agar: cefixima y ceftriaxona.

e E-test: azitromicina.

3.4.2.1. Método de difusion en agar disco-placa

El método de difusion en agar disco-placa consiste en el uso de discos
impregnados con una concentracion definida de antimicrobiano, los cuales son
depositados en un medio de cultivo previamente inoculado. Tras un tiempo de
incubacion, los discos producen un halo de inhibiciébn que muestra la sensibilidad

antimicrobiana del microorganismo en cuestion.
3.4.2.1.1. Elaboracion del medio

El método de difusion en agar disco-placa se realiz6 en el medio agar GC (Becton
Dickinson) con 1% de suplemento de crecimiento definido Vitox (OXOIDTM). El medio

se elabor6 siguiendo las recomendaciones descritas por CLSI (276):

e Se prepara 1 litro de agar GC desde una base deshidratada disponible
comercialmente (Difco GC Medium Base, Becton Dickinson) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

e Se autoclava la disolucion y se deja enfriar en un bano de agua a 45 °C.

e Se anaden 10 ml de suplemento de crecimiento definido Vitox. Este suplemento

contiene los siguientes ingredientes en gramos por litro:

68



o 0,0 1gvitamina B 12
o 10 g L-glutamina
o 1gadenina
o 0,03 g clorhidrato de guanina
o 0,003 g acido p-aminobenzoico
o 1,1gL-cistina
o 100 g glucosa
o 0,25 g nicotinamida adenina dinucleotido (NAD)
o 0,1gtiamina pirofosfato (cocarboxilasa)
o 0,02 g nitrato ferrico
o 0,003 g clorhidrato de tiamina
o 25,9 g clorhidrato de L-cisteina
e Sedistribuye el medio en placas Petri estériles de 90 mm de didmetro, afiadiendo
20 ml de medio a cada placa, y se deja solidificar. Este altimo paso debe realizarse

en una cabina de flujo laminar.

Una vez solidificadas, las placas fueron almacenaron en un refrigerador a 4°C,
donde se almacenaron durante un maximo de cinco dias antes de ser utilizadas, segin lo

recomendado por el CLSI (277).

3.4.2.1.2. Preparacion del inéculo

Para preparar el inoculo se suspendieron unas colonias de N. gonorrhoeae
tomadas directamente de un medio de cultivo GC-LECT™ (Becton Dickinson) en una
solucion salina estéril hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0,5 en la escala
MacFarland con la ayuda de un nefelémetro. Después se inoculd una torunda estéril en
la suspension y seguidamente se extendi6 en el medio de Agar GC. Se desliz6 la torunda
por la superficie del agar en tres direcciones, rotando la placa unos 60 grados cada vez
que se cambiaba de direccién, con el objetivo de extender la suspension por todo el

medio.
3.4.2.1.3. Dispensacion de los discos antibiéticos

Se utiliz6 un dispensador manual para depositar los discos antibi6ticos en el
medio de Agar GC inoculado. Después, se incubaron en estufa a 35°C, con una atmosfera
de un 70% de humedad y un 5% de CO., durante 18-24 horas. Los antibioticos testados

mediante esta técnica y sus correspondientes concentraciones se exponen en la Tabla 3.
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3.4.2.1.4. Control de calidad

Como control de calidad se utiliz6 la cepa de N. gonorrhoeae ATCC 49226. Esta
cepa fue utilizada con cada remesa de placas o cada vez que se trabajaba con un nuevo

lote de antimicrobianos.
3.4.2.1.5. Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura e interpretacion de los resultados se realizé tras 18-24 horas de
incubacion de los antibiogramas. La lectura se realiz6 midiendo el didmetro del halo de
inhibicion de crecimiento del microorganismo producido alrededor de los discos
antibi6ticos. Estos resultados se clasificaron en las categorias de sensible, sensibilidad
intermedia o resistente a los antibi6ticos testados, de acuerdo a los criterios de
interpretacion publicados por CLSI (254) (Tabla 3). CLSI y EUCAST no establecen
puntos de corte para azitromicina y gentamicina, por lo que han sido interpretados de
acuerdo a los puntos de corte sugeridos por BSAC (azitromicina) (278) y Bala et al.
(2016) (gentamicina) (279). En el caso de eritromicina no se han publicado puntos de
corte. Los resultados obtenidos fueron dados por validos siempre que los didmetros de
los halos de inhibicion de la cepa control (N. gonorrhoeae ATCC 49226) realizada en la

misma tanda se encontraran dentro de los rangos establecidos por el CLSI (254) (Tabla

3).
3.4.2.2 Método de dilucion en agar

El método de dilucién en agar se basa en el crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, el cual se encuentra diluido
en un medio de cultivo de agar so6lido. La inoculacién del microorganismo en medios de
distintas concentraciones de antimicrobiano revelara la CMI del microorganismo en

cuestion.
3.4.2.2.1. Elaboracion del medio

El medio empleado fue el agar GC (Becton Dickinson) con 1% de suplemento de
crecimiento definido Vitox (OXOIDTM), el cual se elabor6 tal y como se describe en el
apartado 3.4.2.1.1., con la salvedad de que, una vez autoclavado el medio de cultivo y
anadido el suplemento de crecimiento, se mezclaron 19 ml de medio de cultivo a 45°C
con 1ml de la concentraciéon de antimicrobiano correspondiente para cada placa. Para
lograr el rango de dilucién deseado se prepararon diez medios con diferente
concentracion de antibiotico. Como control negativo se prepararon placas de agar GC sin

antimicrobiano.
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Tabla 3. Antimicrobianos testados en la técnica de difusiéon en agar disco-placa. Se
especifican sus concentraciones, los rangos del control de calidad y los puntos de corte

establecidos (254,278,279).

Diametro del
. N. gonorrhoeae
. . Concentracion halo de
Antimicrobiano . ATCC 49226 e yere e s
del disco (mg/L) inhibicion (mm)
(cepa control)
S I R
Azitromicina' 15 - >28 - <27
Cefepima 30 37-46 >31 - -
Cefixima 5 37-45 >31 - -
Ceftriaxona 30 39-51 235 - -
. ] 28-
Ciprofloxacino 5 48-58 241 <27
40
] 26-
Cefuroxima 30 28-36 =31 30 | 325
Eritromicina3 15 - - - -
Espectinomicina 100 23-29 218 | 15-17 | <14
Gentamicina? 120 - 216 | 13-15 | <12
N . 27-
Penicilina 10 unidades 47 =47 6 <26
4
- 31-
Tetraciclina 30 30-42 >38 <30
37

* S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente. 'Puntos de corte establecidos por
BSAC (278). 2Puntos de corte sugeridos por Bala et al. (2016) (279). 3No hay puntos de

corte establecidos.
3.4.2.2.2. Preparacion del antimicrobiano

Se emplearon sustancias valoradas de cefixima y ceftriaxona de potencia
conocida, en microgramos (ug) de sustancia pura por miligramo (mg) de sustancia
valorada, y se calcul6 la cantidad de antibiotico en mg necesaria para preparar 1 mililitro

(ml) de solucion madre siguiendo la formula descrita por CLSI (277):

71



Volumen (ml)*Concentracién (%)

Peso (mg) =

Potencia (%)

Figura 2. Formula desarrollada para calcular la cantidad (en mg) de sustancia valorada

necesaria para conseguir la concentracion deseada (277).

La sustancia valorada se pesé en una balanza de precision. Tal y como indica CLSI
(277), para realizar la dilucion en agar con cefixima y ceftriaxona se prepararon 10
diluciones seriadas a partir de la solucion madre de cada antibiotico, desde 0,5 mg/ml
hasta 0,001 mg/ml. Se mezclaron las distintas diluciones con el agar GC fundido y se
dejaron solidificar. Las soluciones madre fueron almacenadas en alicuotas a -80°C

durante un maximo de 6 meses.

3.4.2.2.3. Preparacion del inoculo

Para la preparacion del inoculo se utilizo un cultivo de N. gonorrhoeae de 18-24
horas de incubacién en medio agar GC-LECT™. Con un asa estéril se seleccionaron 3-4
colonias del cultivo y se suspendieron con 1 ml de solucién salina estéril hasta alcanzar
una suspension equivalente a 0,5 en la escala McFarland. Para lograr un mayor
rendimiento del cultivo, se incubaron las placas del medio GC antes de ser inoculadas,
colocandolas en una estufa en posicion invertida y con la tapa entreabierta durante unos
5 minutos. Con una micropipeta se transfirieron 2 pul de cada suspension problema en la
superficie del agar en areas circulares con diAmetros de 5 a 7 mm, consiguiendo un
inoculo final de aproximadamente 104 UFC. Se inocularon las placas empezando por la
placa de menor concentracion de antibiotico hasta la de mayor concentracion.
Posteriormente, se incubaron las placas en posiciéon invertida durante 18-24 horas a

35 °C en atmosfera con humedad del 70% y suplementada con 5% CO..

3.4.2.2.4. Control de calidad

Como control de calidad del medio GC se inocularon dos placas sin antibi6tico,
una antes (control de crecimiento inicial) y la otra después (control de crecimiento final)
de inocular los medios con antibidtico. También se inocul6 la cepa control
N. gonorrhoeae ATCC 49226 en cada medio con el fin de realizar un control de calidad

de la interpretacion.
3.4.2.2.5. Lectura e interpretacion de los resultados

Transcurrido el tiempo de incubacion (18-24 h) se procedid a la lectura de los
resultados. La lectura se realiz6 anotando el valor de la CMI. No se considerd crecimiento

la aparicion de una colonia aislada o de un halo tenue debido al propio inoculo. Los
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resultados se interpretaron segin las categorias establecidas por EUCAST (255) (Tabla
4) y CLSI (254) (Tabla 5): sensible, sensibilidad intermedia o resistente. Solo se validaron
los resultados obtenidos tras comprobar que todas las cepas crecieron en los medios de
control de crecimiento sin antibiético inicial y final, y que la CMI mostrada por la cepa
control (N. gonorrhoeae ATCC 49226) se encontraba dentro de los rangos establecidos

por CLSI (254) (Tabla 4).

Tabla 4. Antimicrobianos utilizados en el método de dilucién en agar y puntos de corte

clinicos establecidos por EUCAST (255).

N. Puntos de corte segan EUCAST
Antimicrobiano | gonorrhoeae (mg/1)
ATCC 49226 S I R
Cefixima 0,004-0,03 <0,125 - >0,125
Ceftriaxona 0,004-0,015 <0,125 - >0,125

* S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; ! Segun los criterios de CLSI (254).

Tabla 5. Antimicrobianos utilizados en el método de dilucion en agar y puntos de corte

clinicos establecidos por CLSI (254).

N. Puntos de corte segun CLSI
Antimicrobiano | gonorrhoeae (mg/1)
ATCC 49226 S I R
Cefixima 0,004-0,03 <0,25 - >0,25
Ceftriaxona 0,004-0,015 <0,25 - >0,25

* S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; ! Seguin los criterios de CLSI (254).

3.4.2.3 Método E-test

El método Epsilon-test o E-test se basa en el uso de tiras de plastico impregnadas
con un gradiente de concentracién de un antibio6tico especifico. Las tiras se depositan
sobre un medio previamente inoculado con una suspensién del microorganismo a
estudio, creandose un halo de inhibicién similar al de la difusion en agar disco-placa,

pero con forma de elipse.

3.4.2.3.1. Elaboracion del medio

El medio empleado fue el agar GC (Becton Dickinson) con 1% de suplemento de
crecimiento definido Vitox (OXOID™), el cual fue elaborado tal y como se describe en el

apartado 3.4.2.1.1. del método de difusién en agar disco-placa.
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3.4.2.3.2. Preparacion del inoculo

El in6culo fue preparado y extendido por la placa de medio GC tal y como se
describe en el apartado 3.4.2.1.2. del método de difusion en agar disco-placa. Antes de
dispensar las tiras de E-test, se dejaron las placas unos 15 minutos a temperatura

ambiente para que se absorbiera el exceso de humedad en la superficie del agar.
3.4.2.3.3. Dispensacion de las tiras de E-test

Se colocaron las tiras de E-test de azitromicina en las placas inoculadas utilizando
pinzas estériles. Se incubaron las placas a 35°C, con una atmosfera de un 70% de

humedad y suplementada con 5% de CO..
3.4.2.3.4. Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura e interpretacion de los resultados se realiz6 18-24 h después de la
incubacion. La CMI se tom6 como la concentracion més baja de azitromicina, sefialada
en la tira de E-test, que confluye con la elipse formada por la inhibicion del crecimiento
del microorganismo. La interpretacion se realizé seglin los criterios establecidos por

EUCAST (255) (Tabla 6), pues CLSI no establece puntos de corte para azitromicina (254).

Tabla 6. Puntos de corte clinicos establecidos por EUCAST para la interpretacion de la

sensibilidad de N. gonorrhoeae a azitromicina (255).

.. . Puntos de corte segiin EUCAST (mg/1)
Antimicrobiano
S I R
Arzitromicina <0,25 0,25 <1<0,5 >0,5

* S: sensible; R: resistente.
3.4.2.4. Correlacion entre los métodos de sensibilidad antimicrobiana

Se estudi6 la correlacion categorica y cuantitativa existente entre los distintos
métodos de sensibilidad antimicrobiana utilizados. Se estudi6 la correlacion de los
métodos de difusién en agar disco-placa y E-test para azitromicina, y la de los métodos
de difusion en agar disco-placa y dilucion en agar para cefixima y ceftriaxona. También
se estudi6é la correlacion cuantitativa entre azitromicina y eritromicina mediante el
método de difusién en agar disco-placa, ya que la eritromicina se ha empleado por

algunos estudios para obtener una idea orientativa de la resistencia a azitromicina (280).

Para estudiar la correlacion categorica se calcul6 la V de Cramer. Las categorias
que se utilizaron para calcular dicho coeficiente fueron los establecidos por EUCAST y
CLSI: sensible, sensibilidad intermedia y resistente. Para estudiar la correlacion

cuantitativa se realizé una regresion lineal, en la que se logra el coeficiente de correlacion
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de Pearson (r) o el de Spearman (rs), dependiendo si se cumple la normalidad de la
muestra. La interpretacion de la V de Cramer se realizé de acuerdo a Rea y Parker (2004)
(281), cuyos criterios de interpretaciéon se muestran en la Tabla 7. La interpretacién de
los coeficientes de correlacion se realizd6 de acuerdo a Hopkins (2000) (282), cuyos

criterios se muestran en la Tabla 8.

Tabla 7. Interpretacion de la V de Cramer (281).

V de Cramer Interpretacién
<0,10 Asociacion nula
0,11-0,20 Asociacion débil
0,21-0,40 Asociacion moderada
0,41-0,60 Asociacion relativamente alta
0,61-0,80 Asociacién alta
0,81-1,00 Asociacion muy alta

Tabla 8. Interpretacion del coeficiente de correlacion de Pearson (282).

Coeficiente de correlacion Interpretacion
0,00 a 0,10 (0,00 a -0,10) Correlacion nula
0,10 a 0,350 (-0,10 a -0,30) Correlacion baja
0,30 a 0,50 (-0,30 a -0,50) Correlacion moderada
0,50 a 0,70 (-0,50 a -0,70) Correlacion alta
0,70 a 0,90 (-0,70 a -0,90) Correlacién muy alta
0,90 a 1,00 (-0,90 a -1,00) Correlacion perfecta

3.4.2.4 Deteccion de resistencia plasmidica a penicilina

La presencia de produccion de B-lactamasas se detectd6 mediante la prueba
Nitrocefin SRO112C (OXOID™), Esta prueba se basa en la deteccion de la hidrolisis de

una cefalosporina cromogénica.
3.4.3 Caracterizacion de los aislados de N. gonorrhoeae

Para llevar a cabo el tipado molecular de los aislados se utiliz6 el método NG-

MAST siguiendo la metodologia descrita por Martin et al. (268). Se extrajo el ADN y se
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amplificaron, mediante PCR, fragmentos internos de los genes porB y tbpB. A

continuacion estos fragmentos se secuenciaron en los 2 sentidos y se analiz6 la secuencia.

3.4.3.1. Extracciéon del ADN

Las cepas de N. gonorrhoeae almacenadas a -80°C fueron cultivadas en agar GC-
Lect™ (Becton Dickinson) e incubadas durante 18-24 horas a 35°C, con una atmosfera
de un 70% de humedad suplementada con 5% de CO.. Tras la incubacion se suspendieron
unas colonias en el medio apiR Suspension Medium (bioMerieux) hasta lograr una
turbidez equivalente a 4 en la escala McFarland. Se vorted la suspension durante 1
minuto y se realiz6 un choque térmico calentando la suspension a 95°C durante 10-15
minutos y posteriormente enfriandolo a -80°C durante 2-5 min. Después se centrifugo a
10.000 g durante 5 minutos y se congel6 el sobrenadante a -20°C hasta su posterior

procesamiento.
3.4.3.2. Seleccion de fragmentos internos de porBy tbpB

Las regiones internas variables de los genes porB y tbpB se secuenciaron en
ambas direcciones mediante el uso de un nico par de cebadores que se identificaron a
partir de alineaciones de las secuencias disponibles en GenBank mediante el uso del
software ClustalX (version 1.8, disponible en:
http://wwwigbmec.ustrasbg.fr/Biolnfo/ClustalX/Top.html) (268).

Los cebadores utilizados para amplificar el fragmento interno del gen porB
fueron disefiados mediante el uso de secuencias conservadas que codifican los alelos por

IA e IB. Estos amplifican un fragmento de 737 pb:

e Forward: 5'-35°CAA GAA GAC CTC GGC AAs66-3’
* Reverse: 5-108CCG ACA ACC ACT TGG T o7-3’

Los cebadores para tbpB fueron disefiados utilizando secuencias conservadas, y

amplifican un fragmento de 589 pb:

e TForward: 5-19%CGT TGT CGG CAG CGC GAA AACHiS-3’
e Reverse: 5-1686TTC ATC GGT GCG CTC GCC TTG1666-3’

La numeracion se basa en la secuencia por de la cepa MS11 (nimero de acceso
GenBank M21289) (283) y en la secuencia tbpB de la cepa UU1008 (nimero de acceso
GenBank 2286066) (284).
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3.4.3.3. Amplificacion de los fragmentos porBy tbpB

La PCR del fragmento del gen porB se realizé en volimenes de reaccion de 20 pl
usando capilares de vidrio que se incorporan en un carrusel de polipropileno. Cada PCR
contenia 20 pmol de cada cebador, 10 ul de mezcla de reactivo LightCycler ® FastStart
DNA Master SYBR Green I (Roche), 5 ul de lisado de ADN, y agua para PCR hasta
alcanzar un volumen total de 20 pl. Para llevar a cabo la PCR se utilizo el termociclador
LightCyclerR 2.0 (Roche). Para la amplificacion del fragmento del gen porB, el proceso
de PCR comprende una desnaturalizacién inicial de 4 min a 95°C, seguido por 35 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 60 segundos a 72°C, seguido por una
temperatura de fusion de 5 segundos a 95°C, una extension final de 30 segundos a 72°C
y un posterior enfriamiento a 4°C. La amplificacion del fragmento del gen tbpB se realiz6
con los cebadores tbpB, utilizando el mismo método, pero con una temperatura de
hibridaciéon de 69°C. Los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados con el
equipo UltraClean ® PCR Clean-Up (MoBio laboratories, Inc) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.4.3.4. Secuenciacion de los fragmentos porBy tbpB

Los fragmentos internos de los genes porB y tbpB amplificados por PCR se
secuenciaron en ambas direcciones (“forward” y “reverse”) con los mismos cebadores
utilizados en la amplificacién inicial de PCR mediante el uso del equipo “BigDye
Terminator Cycle Sequencing” (version 3.1; Applied Biosystems™) y se manejaron con
un secuenciador de ADN “HITACHI 3130 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems™). Las
reacciones de secuenciacién trazadas en las direcciones “forward” y “reverse” fueron
analizadas y editadas con el uso del software “Secuencing Analysis” (version 5.3; Applied

Biosystems) y cortadas a una longitud establecida.

3.4.3.5. Analisis de las secuencias

En el caso del gen porB, se utiliza una secuencia de 490 pb para definir los alelos,
a partir de una secuencia conservada (TTGAA) que se extiende desde el nucleétido 455
en la secuencia de la cepa MS11 (283). Para definir los alelos del gen tbpB, se selecciona
una secuencia de 390 pb, a partir de una secuencia conservada (CGTCTGAA) que se

extiende desde el nucle6tido 1118 en la secuencia de la cepa UU1008 (284).

Las secuencias fueron introducidas en la base de datos NG-MAST (www.ng-
mast.net), obteniéndose asi el alelo correspondiente a cada gen. Combinando los dos

alelos se obtuvo el ST de cada cepa.
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3.4.3.6. Clasificacion de los secuenciotipos en genogrupos

Siguiendo la metodologia descrita por Chisholm et al. (2013) (271), se analizaron
los alelos de los ST predominantes (aquellos representados por >10 aislados) con los
alelos del resto de ST para determinar si los ST predominantes formaban parte de un
mayor grupo de ST estrechamente relacionados. La similitud entre los alelos se realizo
alineando las distintas secuencias para observar el namero de pb diferentes. Por ejemplo,
para determinar los ST que pertenecen al mismo genogrupo que ST1407 (porB 908 y
tbpB 110), los alelos de ST1407 fueron comparados con los alelos porB de los ST que
tienen tbpB 110, y con los alelos tbpB de los ST que tienen porB 908. Los distintos ST
fueron incluidos en un mismo genogrupo si compartian un mismo alelo y el otro alelo
era similar a 299% (<5 pb de diferencia para porBy <4 pb para tbpB). Los genogrupos
fueron nombrados utilizando la letra “G” seguida del ST predominante del grupo. Por
ejemplo, el genogrupo donde ST1407 es el ST predominante recibe la nominacién de

G1407.

Se analizaron los principales genogrupos y ST observados para asociarlos a la
resistencia a los antimicrobianos analizados y a las caracteristicas demograficas de los

pacientes.

3.5. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados descriptivos para las variables cuantitativas se representaron
como media, mediana y rango (minimo-maximo). Las variables categoéricas se
representaron como frecuencia y porcentaje. Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para verificar la normalidad de la distribucién a la hora de analizar las variables

cuantitativas (edad de los pacientes, CMI y mm de halo de inhibicion).

Para observar si existen diferencias significativas en la CMI;, de un afio a otro se
utilizo la prueba t de Student, o la prueba U de Mann-Whitney si no se cumplia la

normalidad de la distribucién.

Para analizar la relacion entre variables categoricas se realiz6 la prueba del x2 de
Pearson o el test exacto de Fisher. Para asociar los ST y genogrupos con las caracteristicas
demogréaficas de los pacientes y con la resistencia antimicrobiana se calcularon el “odds
ratio” (OR) y el intervalo de confianza (IC) de 95%. Para comprobar si los OR eran
significativamente diferentes se utilizé la prueba de Chi Cuadrado (x2). No se pudo
realizar este analisis cuando alguna de las celdas de las tablas de contingencia tenia un

valor igual a cero, en cuyo caso se realizo el test exacto de Fisher.
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Para comprobar si existe asociacion entre las variables cuantitativas (por
ejemplo, mm de halo de inhibicién de azitromicina y eritromicina) se utilizo el coeficiente
de correlacion de Pearson (1) si se ajustan a una distribucion normal o el coeficiente de

correlacion de Spearman (1) si la distribucion no cumple los criterios de normalidad.

Un resultado se consider6 estadisticamente significativo siempre que el p-valor
fuese inferior a 0,05 (p < 0,05). Los datos fueron analizados utilizando el software

estadistico SPSS 23.0.

3.6. Consideraciones éticas

El estudio realizado es de caracter descriptivo, por lo que durante su realizacion
solo se ha recopilado informacion existente, sin que se haya realizado a los pacientes
pruebas diagnosticas o se les haya sometido a tratamiento alguno para llevar a cabo la
investigacion. Toda la informaciéon recopilada para el estudio se ha considerado
confidencial y se ha utilizado tinica y exclusivamente en el &mbito profesional. Se obtuvo
permiso para acceder a la revision de las historias clinicas a través del comité de Etica e

Investigacion del Hospital Universitario Basurto.
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4.1. Incidencia de la infeccion gonocoécica

Durante el periodo de tiempo de estudio se detectaron un total de 360 aislados
pertenecientes a 284 pacientes. Nueve pacientes sufrieron dos episodios durante el
periodo de tiempo de estudio, y un paciente tres episodios. Dado que la unidad de anélisis
de este estudio es el episodio en el que se diagnostica la infeccion, el tamano muestral del

estudio fue de 295 episodios.

En el afio 2014 se detectaron 190 aislados, correspondientes a 158 episodios, lo
que supone una incidencia de 45,59 casos por 100.000 habitantes y, en el afio 2015 se
detectaron 170 aislados correspondientes a 137 episodios, lo que supone una incidencia

de 40,66 casos por 100.000 habitantes.

4.2. Caracteristicas demograficas de los pacientes

El 18% de los pacientes que sufrieron una infecciéon gonococica en el periodo
2014-2015 eran mujeres y el 82% de hombres. Se obtuvo la edad del en el 85,76% de los
casos (n = 253), mostrando una media de 33,92 afos, mediana de 32,16 afios y rango de
16-81 anos. El 19% de los casos se encontraban en el rango de edad de 16-24 afios, el
34,8% en el rango de 25-34 anos, el 27,7% en el rango de 35-44anos y el 18,6%

presentaron una edad de > 45 afos. Los datos de esos 253 pacientes se muestran en la

® Hombres
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Figura 3.
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Figura 3. Distribucion por edad y género de los 253 pacientes cuyas edades estaban

disponibles.
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4.3. Caracteristicas de las muestras

De las 360 muestras analizadas, el 54,17% eran exudados uretrales, el 20,56%
rectales, el 10,83% muestras faringeas, el 8,61% endocervicales y el 5,56% vaginales.
También se encontré una muestra sanguinea (0,28%). La distribuciéon de las muestras

se presenta en la Figura 4.

8,61%
10,83%

5,56%

54,17%
20,56%

Endocervical = Faringeo = Vaginal =~ Rectal = Uretral

Figura 4. Tipos de muestra analizadas en el trabajo. La muestra sanguinea no esta

representada en el grafico por su baja presencia (1 muestra, 0,28% del total).

El 76,04% de las muestras provienen de la Consulta Especializada Bombero
Etxaniz de Bilbao y el 5,56% de diferentes Centros de Salud de Bilbao. El resto de
muestras provienen del Hospital Universitario Basurto de Bilbao. De estas muestras, el
9,44% (sobre el total de 360 muestras) provienen de la Consulta de Microbiologia del

hospital, el 7,78% del Servicio de Urgencias y el 0,28% de la Consulta de Ginecologia.

4.4. Sensibilidad antimicrobiana
4.4.1. Difusion en agar disco-placa

Se midieron los diametros de los halos de inhibicién, en mm, producidos en los
360 aislados en presencia de los siguientes antibioticos: penicilina, cefixima, ceftriaxona,
cefepima, cefuroxima, ciprofloxacino, espectinomicina, gentamicina, tetraciclina,
azitromicina y eritromicina. Con dichos diametros se calcularon los valores que se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Valores estadisticos calculados a partir de los didmetros de halo producidos por

los 360 aislados de N. gonorrhoeae en presencia de cada antimicrobiano.

Antimicrobiano Rango Media Mediana

(mm halo) (mm halo) (mm halo)
Penicilina 0-48 32,53 36
Cefixima 31-54 41,54 42
Ceftriaxona 36-58 45,72 46
Cefepima 15-58 42,38 42
Cefuroxima 14-58 40,41 42
Ciprofloxacino 0-55 31,05 44
Espectinomicina 21-36 27,01 28
Gentamicina 20-41 27,65 28
Tetraciclina 10-48 36,30 36
Azitromicina 0-44 34,05 34
Eritromicina 0-46 30,19 30

Se realizé la interpretacion de los resultados obtenidos. Los resultados de
cefixima, ceftriaxona, cefepima, cefuroxima, -ciprofloxacino, espectinomicina y
tetraciclina fueron interpretados de acuerdo a los puntos de corte establecidos por CLSI
(254). Los resultado de azitromicina fueron interpretados de acuerdo a BSAC (278) y los

de gentamicina de acuerdo a Bala et al. (2016) (279).

e El 1,67% de los aislados fueron sensibles a penicilina, el 81,94% presentaron
sensibilidad intermedia y el 16,39% fueron resistentes. De los 34 aislados
productores de B-lactamasa, 32 fueron resistentes a penicilina y los 2 restantes
presentaron sensibilidad intermedia.

¢ El100% de los aislados fueron sensibles a cefixima, ceftriaxona, espectinomicina
y gentamicina.

e El 95,28% de los aislados fueron sensibles a cefepima y el 4,72% resistentes.

e El 89,72% de los aislados fueron sensibles a cefuroxima, el 4,44% presentaron
sensibilidad intermedia y el 5,83% fueron resistentes.

e FEl53,89% de los aislados fueron sensibles a ciprofloxacino, el 3,61% presentaron
sensibilidad intermedia y un 42,50% fueron resistentes. 65 aislados (18,05%) no

produjeron halo de inhibicion.
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e El 46,11% de los aislados fueron sensibles a tetraciclina, el 45,28% presentaron

sensibilidad intermedia y el 8,61% fueron resistentes.

e El96,94% de aislados fueron sensibles a azitromicina y el 3,06% resistentes. Uno

de los aislados resistentes mostr6é una total ausencia del halo de inhibicién (o

mm).

CLSI, EUCAST y BSAC no han establecido puntos de corte para eritromicina por
el método de difusion en agar disco- placa. La Tabla 10 resume la interpretacion de los

resultados logrados con todos los antibioticos con el método de difusion en agar disco-

placa.

Tabla 10. Interpretacion de los resultados logrados con el método de difusiéon en agar

disco- placa.

Sensibilidad antimicrobiana

Antimicrobiano
S (%) I(%) R (%) Total (%)
Penicilina 6 (1,67%) 295 (81,94%) | 59 (16,39%) | 360 (100%)
Cefixima 360 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 360 (100%)
Ceftriaxona 360 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 360 (100%)
Cefepima 343 (95,28%) 0 (0%) 17 (4,72%) | 360 (100%)
Cefuroxima 323 (89,72%) | 16 (4,44%) 21(5,83%) | 360 (100%)
Ciprofloxacino 194 (53,890%) | 13(3,61%) | 153 (42,50%) | 360 (100%)
Gentamicina 360 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 360 (100%)
Espectinomicina | 360 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 360 (100%)
Tetraciclina 166 (46,11%) | 163 (45,28%) | 31(8,61%) | 360 (100%)
Azitromicina 349 (96,94%) 0 (0%) 11 (3,06%) | 360 (100%)
Eritromicinat - - - 360 (100%)

*S: sensible. I: sensibilidad intermedia. R: resistente. Puntos de corte no establecidos.

4.4.2. Dilucion en agar

Todos los aislados fueron interpretados como sensibles a cefixima y ceftriaxona
tomando como referencia los puntos de corte establecidos por EUCAST y CLSI, aunque
con diferencias notables. Tomando como referencia los puntos de corte establecidos por
EUCAST para cefixima y ceftriaxona (R: CMI > 0,125 mg/L para ambos antibioticos), 10
aislados se encontraban a dos diluciones de considerarse resistentes a cefixima y 19

aislados a ceftriaxona, pues todos ellos presentaron CMI de 0,060 mg/L. Ademas, tres

86




aislados se encontraban a una sola dilucion (CMI = 0,125 mg/L) de considerarse
resistentes a ceftriaxona. Tomando como referencia los puntos de corte establecidos por
CLSI (R: CMI > 0,25 mg/L), todos los aislados mencionados se encontraban a una

dilucion més de considerarse resistentes, en comparacion con EUCAST.

Las CMI;, y CMI,, observadas para cefixima y ceftriaxona durante el periodo de
estudio (2014-2015) fueron de 0,004 mg/Ly 0,015 mg/L para cefixima y 0,004 mg/Ly
0,030 mg/L para ceftriaxona. De 2014 a 2015 se observo un incremento en la CMI,, de
cefixima, de 0,015 mg/L a 0,030 mg/L, y una reduccion de la CMI,, de ceftriaxona, de
0,030 mg/La 0,015 mg/L. La CMI;, de cefixima se ha mantenido en 0,004 mg/L durante
los dos afos, pero la CMI;, de ceftriaxona se redujo de 0,008 mg/L a 0,004 mg/L,
aunque dicha reduccién no es significativa (p = 0,078). Las CMI;, y CMI,, observadas se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Distribucion de las CMI;, y CMI,, de cefixima y ceftriaxona en el periodo de

estudio.
2014 2015 Total
Antimicrobiano | CMI,, | CMI, | CMIy, | CMIyp | CMIy, | CMigo
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
Cefixima 0,004 0,015 0,004 0,030 0,004 0,015
Ceftriaxona 0,008 0,030 0,004 0,015 0,004 0,015

4.4.3. E-test

De acuerdo a los puntos de corte establecidos por EUCAST para azitromicina, 228
aislados (63,33%) fueron interpretados como sensibles, 99 (27,50%) presentaron
sensibilidad intermedia y 33 (9,17%) fueron resistentes. El aislado que se mostro
totalmente resistente (halo de inhibicién de 0 mm) por el método de agar difusion en
disco-placa present6 una CMI de >256 mg/L por el método E-test. En la Tabla 12 se

presenta la distribucion de los aislados resistentes y de sensibilidad intermedia.

Las CMI;, y CMIy, a azitromicina observadas durante el periodo de estudio
(2014-2015) fueron de 0,25 mg/L y 0,50 mg/L respectivamente, aunque se observa una
reduccion desde el ano 2014 (CMI5, = 0,38 mg/L y CMIy, = 0,75 mg/L) a 2015 (0,19
mg/L y 0,38 mg/L). La reduccion de la CMI;, es significativa (p < 0,001). Las CMI;, y

CMI,, observadas se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 12. Distribucién y CMI de los aislados de N. gonorrhoeae con sensibilidad

intermedia y resistencia a azitromicina obtenidos mediante el método E-test.

Sensibilidad a azitromicina
I R
cMI Total de
(mg/L) oo o o 1 oo N 7250 aislados
N° de 61
aislado | (16,94 38 24 5 2 1 1 132
soo |y | 0088 | 667) | (139) | (056) | (0:28) | (0.28) | (36.66)

*1: sensibilidad intermedia. R: resistencia.

Tabla 13. Distribucién de las CMI;5, y CMI,, de azitromicina en el periodo de estudio.

2014 2015 Total

Antimicrobiano | CMI,, | CMI,, | CML, | CMI, | CMIL, | CMI,

(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)

Azitromicina 0,38 0,75 0,19 0,38 0,25 0,50

4.4.4. Aislados multirresistenes y de resistencia extendida de N.

gonorrhoeae

Para el estudio de cepas MR y XR se tuvieron en cuenta todos los antibioticos
testados segiin el método de difusion en agar disco-placa excepto eritromicina, cefepima
y cefuroxima, ya que en la actualidad no suponen una alternativa terapéutica para la

infeccion gonocdcica.

De los 360 aislados testados, seis fueron sensibles a todos los antibi6ticos
considerados como posible opcion terapéutica (penicilina, cefixima, ceftriaxona,
ciprofloxacino, espectinomicina, gentamicina, tetracilcina y azitromicina). El 29,44% de
los aislados fueron resistentes o presentaron sensibilidad intermedia a un solo
antibiodtico (penicilina o ciprofloxacino), el 36,67% a dos antibioticos, el 31,11% a tres

antibidticos y el 1,11% a cuatro antibioticos.

De acuerdo a Tapsall et al. (2009), se considera MR a aquel aislado resistente a
al menos un antimicrobiano (dos antimicrobianos en caso de aislados XR) recomendado
generalmente para el tratamiento en monoterapia de la infeccién gonococica (CES y

espectinomicina), ademas de resistente a al menos dos de los antimicrobiano (tres
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antimicrobianos en caso de aislados XR) menos utilizados en el tratamiento (penicilinas,
fluoroquinolonas, azitromicina, etc.) (115). De acuerdo a esta definicion, ninguno de los
aislados estudiados era MR o XR, pues ninguno se mostr6 resistente a cefixima,
ceftriaxona o espectinomicina. Sin embargo, de acuerdo a Tribuddharat et al. (2017), se
considera MR a aquel aislado resistente a al menos tres clases de antibidticos (285), un
requisito que cumplieron 14 aislados (3,89%), la mayoria de ellos resistentes a

penicilinas, ciprofloxacino y tetraciclina. Estos aislados se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Distribucion de los aislados de N. gonorrhoeae MR de acuerdo a

Tribuddharat et al. (2017) (285).

Resistencia a antimicrobianos Aislados resistentes
Penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina 11
Ciprofloxacino, azitromicina y tetraciclina 1
Penicilina, azitromicina y tetraciclina 1
Penicilina, ciprofloxacino, azitromicina y tetraciclina 1
Total 14

4.4.5. Correlacion entre los diferentes métodos de sensibilidad

antimicrobiana
4.4.5.1. Correlacion categorica

Se calculé la V de Cramer para observar la correlaciéon categoérica entre los
diferentes métodos de sensibilidad antimicrobiana utilizados para testar azitromicina,
cefixima y ceftriaxona. Las categorias utilizadas para calcular la V de Cramer para
azitromicina mediante E-test fueron sensible, sensibilidad intermedia y resistente. Sin
embargo, el BSAC no emplea la categoria de sensibilidad intermedia al clasificar la
azitromicina mediante la difusién en agar disco-placa, por lo que en este caso solo se
utilizaron las categorias sensible y resistente. CLSI y EUCAST también se limitan a las
categorias sensible y resistente para clasificar cefixima y ceftriaxona. Los resultados

logrados son los siguientes:

e Se analiz6 la asociacion categoérica entre las técnicas E-test y difusion en agar
disco-placa para azitromicina. Para ello se calcul6 la V de Cramer, logrando un

resultado de 0,559, que, de acuerdo a Rea y Parker (2004) (281), significa una

89



asociacion relativamente alta. El resultado es estadisticamente significativo (p <
0,001, prueba del x2 de Pearson). La Tabla 15 muestra la concordancia observada
entre los resultados de las dos técnicas.

e El 100% de los aislados fueron sensibles a cefixima y ceftriaxona al realizar los
métodos de difusion en agar disco-placa y dilucion en agar, de modo que la

concordancia categbrica entre ambas técnicas fue del 100%.

Tabla 15. Concordancia categorica entre los resultados obtenidos para azitromicina

mediante las técnicas E-test y difusion en agar disco-placa.

E-test
S | R Total
S 228 99 22 349
cp os (63,3%) (27,5%) (6,1%) (96,9%)
Difusion en agar
. 0 0 11 11
disco-placa R
(0%) (0%) (3,1%) (3,1%)
228 60
Total 99 33 3
(63,3%) (27,5%) (9,2%) (100%)

*S: Sensible. I: Sensibilidad intermedia. R: resistente.
3.5.2. Correlacion cuantitativa

Se analiz6 la correlacidn cuantitativa entre las técnicas E-test y difusion en agar
disco-placa para azitromicina. En el caso de cefixima y ceftriaxona se compararon los
métodos de difusién en agar disco-placa y la diluciéon en agar. También se compararon
los resultados obtenidos mediante el método de difusién en agar disco-placa para
azitromicina y eritromicina. Para analizar la correlacion se realizé una regresion lineal y
se calcul6 el coeficiente de correlacion de Person (r) cuando se cumplia la normalidad en
la distribucion de la muestra, o el coeficiente de correlacion de Spearman (rs) cuando no

se cumplia.

Se realiz6 una regresion lineal para observar la correlacion entre los métodos de
difusién en agar disco-placa y E-test para azitromicina, la cual se muestra en la Figura 5.
La correlacion lograda fue rs = -0,734 (p < 0,001), que, de acuerdo a Hopkins (2000)

(282), significa que existe una correlacion negativa muy alta.
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Figura 5. Regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los métodos E-test y

difusion en agar disco-placa para azitromicina.

Se realiz6 una regresion lineal para analizar la correlaciéon cuantitativa entre la
técnica de difusion en agar disco-placa y la dilucidon en agar para cefixima, la cual se
muestra en la Figura 6. De acuerdo a Hopkins (2000) (282), la correlacion observada fue

negativa y moderada (rs = -0,467, p < 0,001).
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Figura 6. Regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los métodos dilucion

en agar y difusion en agar disco-placa para cefixima.
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Se realizé una regresion lineal para analizar la correlaciéon cuantitativa entre la
difusion en agar disco-placa y la dilucion en agar para ceftriaxona, la cual se muestra en
la Figura 7. De acuerdo a Hopkins (2000) (282), la correlacion observada fue negativa 'y

moderada (rs = -0,419, p = 0,000).
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Figura 7. Regresion lineal de los resultados obtenidos en los métodos dilucion en agar

y difusi6n en agar disco-placa para ceftriaxona.

Se realiz6 una regresion lineal para observar la correlacion entre azitromicina y
eritromicina mediante el método de difusion en agar disco-placa, la cual se muestra en
la Figura 8. La correlacion lograda fue positiva y muy alta (rs = 0,762, p = 0,000) de

acuerdo a Hopkins (2000) (282).
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Figura 8. Regresion lineal de los resultados obtenidos con el método de difusiéon en

agar disco-placa con eritromicina y azitromicina.
4.5. Caracterizacion de los aislados de N. gonorrhoeae

Se realizo la tipificacion molecular de todos los aislados de N. gonorrhoeae
durante el periodo de estudio excepto uno (n = 359) porque se perdi6 la viabilidad de
dicho aislado. 40 aislados no se consiguieron caracterizar, ya que los alelos porBy tbpB
obtenidos no se correspondian con ningun ST segun la base de datos online NG-MAST
(http://www.ng-mast.net/). Estos aislados podrian corresponder a nuevos ST que no

han sido descritos hasta ahora.

Respecto a los 319 aislados que fueron completamente caracterizados se
obtuvieron 71 ST distintos que correspondian a 56 alelos porBy 28 alelos tbpB distintos.
31 ST fueron representados por un solo aislado, 12 ST por dos aislados, 8 ST por tres
aislados y los restantes 20 ST por cuatro o maés aislados. Los ST de mayor frecuencia,
representados en la Figura 9 y formados por al menos 10 aislados fueron los siguientes:
ST4186 (51 aislados, el 16,0%), ST5624 y ST5119 (24 aislados cada uno, el 7,5%), ST1861
(17 aislados, el 5,3%), ST2992 y ST1407 (15 aislados cada uno, el 4,7%) y ST5441 (13
aislados, el 4,1%).
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Figura 9. ST predominantes observados mediante la técnica NG-MAST.

4.5.1. Clasificacion de los secuenciotipos en genogrupos

Para clasificar los ST en genogrupos se sigui6 la metodologia descrita por
Chisholm et al. (2013) (271). Para ello se alinearon las secuencias de los diferentes ST
que tuvieran un alelo en comun para observar el nimero de pb diferentes. Por ejemplo,
para determinar los ST que pertenecen al mismo genogrupo que ST1407 (porB 908 y
tbpB 110), los alelos de ST1407 fueron comparados con los alelos porB de los ST que
tienen tbpB 110, y con los alelos tbpB de los ST que tienen porB 908. Los distintos ST
fueron incluidos en un mismo genogrupo si compartian un mismo alelo y el otro alelo
era similar al 299% (<5 pb de diferencia para porBy <4 pb para tbpB). Se obtuvieron 3
genogrupos, los cuales fueron nombrados utilizando la letra “G” seguida del ST
predominante del grupo. Por ejemplo, el genogrupo donde ST1407 es el ST
predominante pasa a nombrarse G1407. Los detalles sobre los genogrupos obtenidos se

muestran en la Tabla 16.
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Tabla 16. Genogrupos obtenidos y ST que forman cada genogrupo.

SemeETTT S'I: ST del mismo grupo
n (%) predominante Mismo porBy Mismo tbpBy
(n) 299% tbpB (n) 299% porB (n)
G5119 STs5119 ) ST2992 (15),
40 (11,11) (24) ST7758 (1)
ST3149 (3),
G1407 ST1407 ST4269 (3),
26 (7,22) (15) ) 518993 (2),
’ ST3378 (1), ST3431
(1), ST5335 (1)
G1861 ST1861
18 (5,00) (17) ] ST2264 ()

Porcentaje sobre el total de 360 aislados del estudio.

De los 359 aislados estudiados, 84 aislados (23,33% del total) fueron agrupados
en genogrupos. El genogrupo G5119 fue el mas predominante de los 3 genogrupos
obtenidos, aunque solo cuenta con 3 ST diferentes. Por el contrario, G1407, que es el

segundo genogrupo con mayor frecuencia, cuenta con un total de 7 ST diferentes.

4.5.2. Relacion entre secuenciotipos y las caracteristicas demograficas del

paciente

Se analiz6 la asociacion entre los genogrupos y ST mas prevalentes con la edad y
sexo de los pacientes. Se observo el nimero y porcentaje de pacientes masculinos y
femeninos presentes en cada genogrupo y ST, ademas de la media y rango de edad (en
anos) de dichos pacientes. Estos datos se presentan en la Tabla 17. Para analizar la
relacion entre los ST/genogrupos y la edad se categorizo la edad de los pacientes en 0-24
anos, 25-34 anos, 35-44 anos y > 45 anos. Se calcul6 el OR y el IC del 95% y se realizo la
prueba del y2 de Pearson para observar la significancia de la asociacion, o el test exacto

de Fisher dependiendo del caso.

No se observd asociacion alguna entre el sexo de pacientes y G5119 (p = 0,959),
G1407 (p = 0,110) y ST5441 (p = 0,435). Se observo que G1861 y ST4186 son menos
comunes en hombres (OR de G1861 = 0,192, IC 95% 0,069-0,539, p = 0,001, OR de
ST4186 = 0,447, IC 95% 0,210-0,950, p = 0,033). Todos los aislados pertenecientes a

ST5624 corresponden a hombres y se observd una asociacion significativa (p = 0,023).
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Tabla 17: Caracteristicas de los pacientes de infeccion gonococica representados en los

ST y genogrupos predominantes.

Género de los pacientes Edad (afos)
ST/Genogrupo Pacientes Pacientes .
hombres, n (%) | mujeres, n (%) Media | Rango

Gs5119 28 (82,4) 6 (17,6) 38,2 18-60
G1407 13 (68,4) 6 (31,6) 36,3 22-70
G1861 8 (50) 8 (50) 23,1 17-30
ST4186 28 (70) 12 (30) 36,7 21-81
ST5624 22 (100) o (0) 32,2 20-46
ST5441 10 (90,9) 1(9,1) 31,2 | 16-47

El genogrupo G5119 fue menos comun en el rango de edad de 0-24 afios (OR de
G5119 = 0,140, IC 95% 0,019-1,059, p = 0,028) y G1861 fue mas comin en ese mismo
rango (OR = 6,527, IC 95% 2,294-18,573, p < 0,001). Ninguno de los aislados de G1861
se encontraban en los rangos 35-44 anos y > 45 anos, por lo que se observo una
asociacion negativa (35-44 anos: p = 0,011, > 45 afos: p = 0,048). No se observaron mas
asociaciones estadisticamente significativas entre un genogrupo o ST y un determinado

rango de edad (p > 0,05 en todos los casos).

4.5.3. Relacion entre secuenciotipos/genogrupos Yy resistencia

antimicrobiana

Siguiendo la metodologia de Chisholm et al. (2013) (271), se analiz6 la asociacion
entre los genogrupos observados y la resistencia antimicrobiana obtenida. También se
realiz6 este analisis con los ST mas prevalentes (n > 10) que no forman parte de ninguno

de los genogrupos observados.

¢ G5119: Ninguno de los 40 aislados de este genogrupo mostré6 CMI cercanas al
punto de corte de resistencia para cefixima y ceftriaxona (CMI > 0,060 mg/L).
Ningtn aislado fue resistente a cefepime, cefuroxima y penicilina, aunque la
mayoria mostraron sensibilidad intermedia a penicilina. Solo un aislado fue
resistente a ciprofloxacino, observandose una asociacién muy baja entre G5119 y

resistencia a ciprofloxacino (OR = 0,027, IC 95% 0,004-0,202, p < 0,001, prueba
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x2 de Pearson). Sin embargo, 32 aislados mostraron resistencia a tetraciclina y 34
a azitromicina, observandose una alta asociacién entre este genogrupo y la
resistencia a estos dos antimicrobianos (OR de tetraciclina = 4,146, IC 95% 1,845-
9,315, p < 0,001, OR de azitromicina = 14,866, IC 95% 6,004-36,810, p < 0,001,
prueba y2 de Pearson). Solo 3 aislados fueron productores de p-lactamasa, por lo
que no se observo relacion entre G5119 y produccion de B-lactamasa (p = 0,708,
prueba y2 de Pearson).

G1407: 17delos 26 aislados de este genogrupo mostraron CMI cercanas al punto
de corte de resistencia para ceftriaxona (CMI > 0,060 mg/L) y 6 aislados a
cefixima, observandose una alta asociacidon entre G1407 y resistencia a cefixima
y ceftriaxona (OR de ceftriaxona = 108,800, IC 95% 32,846-360,390, p < 0,001,
OR de cefixima = 21,675, IC 95% 5,654-83,098, p < 0,001, prueba y2 de Pearson).
De hecho, el 77,3% de los aislados con CMI > 0,060 mg/L a ceftriaxona
observados pertenecen a este genogrupo. 12 aislados fueron resistentes a
cefepime y 24 a cefuroxima, observando una alta asociacién (OR de cefepime =
49,371, IC 95% 15,276-159,567, p < 0,001, OR de cefuroxima = 307,636, IC 95%
64,438-1468,608, p < 0,001, prueba x2 de Pearson). Todos los aislados mostraron
resistencia o sensibilidad intermedia a ciprofloxacino, observando una asociacion
significativa (p < 0,001, test exacto de Fisher). 20 aislados mostraron resistencia
o sensibilidad intermedia a tetraciclina y 18 a azitromicina, observando altas
asociaciones entre G1407 y la resistencia a estos dos antimicrobianos (OR de
tetraciclina = 3,221, IC 95% 1,258-8,252, p = 0,011, OR de azitromicina = 4,839,
IC 95% 2,030-11,531, p < 0,001, prueba 2 de Pearson). Solo 5 aislados fueron
resistentes a penicilina y no se observé una asociacion significativa (p = 0,673,
prueba y2 de Pearson), aunque los restantes 21 aislados mostraron sensibilidad
intermedia. Solo dos aislados eran productores de p-lactamasa y no se observo
una asociacion significativa entre G1407 y produccion de B-lactamasa (p = 0,751,
prueba y2 de Pearson).

G1861: Ninguno de los 18 aislados de este genogrupo present6 CMI cercanas al
punto de corte (CMI > 0,060 mg/L) de cefixima y ceftriaxona. Tampoco fueron
resistentes a cefepime, y solo un aislado fue resistente a cefuroxima, por lo que
no se ha observo asociacion alguna entre este genogrupo y la resistencia a
cefuroxima (p = 0,449, prueba x2 de Pearson). Todos los aislados mostraron
resistencia o sensibilidad intermedia a ciprofloxacino, observando una asociacion
estadisticamente significativa (p < 0,001, test exacto de Fisher). 11 aislados
fueron resistentes a tetraciclina, aunque no se observdO una asociacion

significativa (p = 0,477, prueba x2 de Pearson). Solo 3 aislados mostraron
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resistencia a penicilina y resistencia o sensibilidad intermedia a azitromicina, por
lo que no se observaron asociaciones significativas (penicilina: p = 0,966,
azitromicina: p = 0,096, prueba x2 de Pearson). Ninguno de los aislados fue
productor de -lactamasa.

ST4186: Ninguno de los 51 aislados de este ST presenté CMI iguales o superiores
a 0,060 mg/L a cefixima y ceftriaxona. Ningin aislado fue resistente a
cefuroxima y cefepime. Tampoco fueron resistentes a penicilina, aunque todos
los aislados (excepto uno) mostraron sensibilidad intermedia. Solo 2 aislados
mostraron resistencia o sensibilidad intermedia a ciprofloxacino, por lo que no
se observo asociacion alguna entre la resistencia a ciprofloxacino y el ST4186 (OR
= 0,041, IC 95% 0,010-0,171, p = < 0,001, prueba x2 de Pearson). 12 aislados
mostraron resistencia o sensibilidad intermedia a tetraciclina y 10 a azitromicina,
aunque no se observo relacion entre la resistencia a estos antimicrobianos y el
ST4186 (OR de tetraciclina = 0,218, IC 95% 0,109-0,434, p < 0,001, OR de
azitromicina = 0,403, IC 95% 0,194-0,840, p = 0,013, prueba x2 de Pearson). 5
aislados fueron productores de B-lactamasa, aunque no se observo asociacion (p
= 0,925, prueba x2 de Pearson).

ST5624: Ninguno de los 24 aislados de este ST presentaron CMI > 0,060 mg/L
a cefixima y ceftriaxona. Ningan aislado fue resistente a cefuroxima y cefepime.
Todos los aislados mostraron resistencia o sensibilidad intermedia a
ciprofloxacino, por lo que se observd una asociacion significativa (p < 0,001, test
exacto de Fisher). 17 aislados fueron resistentes a penicilina, por 6 con
sensibilidad intermedia y 1 sensible, observando una alta asociaci6n entre la
resistencia a penicilina y ST5624 (OR = 18,041, IC 95% 6,989-46,569, p < 0,001,
prueba y2 de Pearson). 14 aislados mostraron resistencia o sensibilidad
intermedia a tetraciclina y 8 a azitromicina, aunque no se observo asociacion
(tetraciclina: p = 0,585, azitromicina: p = 0,876, prueba x2 de Pearson). Solo 1
aislado fue productor de B-lactamasa, aunque no se observd asociacion (p =
0,383, prueba x2 de Pearson).

ST5441: Ninguno de los 24 aislados de este ST presentaron CMI > 0,060 mg/L
a cefixima y ceftriaxona. Ningun aislado fue resistente a cefuroxima y cefepime,
y no mostraron resistencia o sensibilidad intermedia a ciprofloxacino. Tampoco
fueron resistentes a penicilina, aunque todos mostraron sensibilidad intermedia.
Solo 1 aislado presento resistencia o sensibilidad intermedia a tetraciclina, y 3 a
azitromicina, pero no se observ6é asociacién entre la resistencia a estos
antimicrobianos y ST5441 (OR de tetraciclina = 0,068, IC 95% 0,009-0,533, p =

0,001, azitromicina: p = 0,365, prueba x2 de Pearson). Solo 1 aislado fue
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productor de B-lactamasa, por lo que no se observd asociacion entre ST5441 y la

produccion de B-lactamasa (p = 0,858, prueba x2 de Pearson).

Resumiendo, G5119 se encuentra asociado a la resistencia a azitromicina y
tetraciclina. G1407 esta relacionado con la resistencia a azitromicina, tetraciclina,
ciprofloxacino, cefepima y cefuroxima, y a la sensibilidad reducida a cefixima y
ceftriaxona. G1861 se asocia a la resistencia a ciprofloxacino. ST5624 esta asociado a la
resistencia a ciprofloxacino y penicilina. ST4186 y ST5441 no estan relacionados con la
resistencia a ninguno de los antibioticos utilizados en el estudio. Todos los ST y
genogrupos estan asociados de alguna manera a la resistencia a penicilina, ya que solo
el 1,67% de los aislados del estudio fueron sensibles a este antibiotico. Sin embargo, los
aislados de ST5624 mostraron una mayor asociacion a la resistencia a penicilina que el
resto de ST. Por altimo, ningtn genogrupo o ST esta relacionado con la produccién de -

lactamasa.

De acuerdo a Tribuddharat et al. (2017) (285), G1407 estaria relacionado ala MR,
pues esta formados por aislados resistentes a tres clases de antimicrobianos. Por el
contrario, de acuerdo a Tapsall et al. (2009) (115), ninguno de ellos seria MR porque no

son resistentes a cefixima, ceftriaxona o espectinomicina.

La Figura 10 muestra los ST representados por dos o mas aislados de N.
gonorrhoeae y presentes en dos o mas casos en este trabajo que mostraron resistencia o
sensibilidad intermedia a uno o mas antimicrobianos testados en este trabajo. En la
Figura 10 se observan tres ST de interés: ST2958 mostr6 resistencia o sensibilidad
intermedia a penicilina, cefepima, cefuroxima, ciprofloxacino y tetraciclina, ademés de
CMI de 0,060 mg/L a cefixima y ceftriaxona. ST2400 y ST4995 mostraron resistencia o
sensibilidad intermedia a penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina. Ninguno de estos tres
ST cumple los criterios utilizados por Chisholm et al. (2013) (271) (formar parte de un
genogrupo o contar con > 10 aislados en el estudio), por lo que no se realiz6 el analisis
estadistico de sus resultados. Sin embargo, no se puede descartar que estén relacionados

con la resistencia a varios antimicrobianos.

Por tltimo, el aislado que present6 alta resistencia a azitromicina (CMI > 256
mg/L mediante la técnica E-test) no pudo ser descrito mediante la base de datos de NG-

MAST. Los alelos que corresponden a este aislado son porB 7629 y tbpB 4.
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Figura 10: Distribucion de los ST representados por los aislados de N. gonorrhoeae

resistentes o con sensibilidad intermedia a 2 0 m4s antimicrobianos.
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5. DISCUSION
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5.1. Incidencia de la infeccién gonocoécica

La incidencia registrada en los afios 2014 (45,59 casos por 100.000 habitantes) y
2015 (40,66 casos por 100.000 habitantes) contrasta con los resultados observados por
otro estudi6 de nuestro Servicio que analiz6 los casos de infeccion gonocdcica
correspondientes al periodo 2011-2013 en las mismas condiciones al estudio que
presentamos. En ese estudio se observo una tendencia descendente de la infeccion
gonococica, de los 38 casos por 100.000 habitantes en 2011 a 24 casos por 100.000
habitantes en 2013 (286), pero en el actual estudio se observa una tendencia ascendente
de 2013 a 2014, puesto que la incidencia de 2014 es un 89,96% superior a la de 2013.
Cabe resaltar que durante este periodo de estudio no se han producido cambios en el

sistema de trabajo de nuestro Servicio que justifiquen este cambio de tendencia.

La incidencia registrada en este trabajo es muy superior a la media registrada en
Espafia, con una incidencia de 9,82 casos por 100.000 habitantes reportada por
RENAVE en el afio 2014 (15). Asimismo, continda la tendencia ascendente que se ha
observado en Espafia desde el afio 2002 (287). También es superior a la media registrada
por el ECDC en el afio 2014 en la UE y AEE de 20 casos por 100.000 habitantes, aunque
inferior a los 60 casos por 100.000 habitantes reportados en el Reino Unido en el mismo
estudio (14). Es importante destacar que, desde que se realiza el estudio anual del ECDC,
el Reino Unido es el pais que registra una mayor incidencia de infeccién gonococica, y se
ha incrementado considerablemente desde el afio 2008 (30,8 casos por 100.000

habitantes) (288) hasta 2014 (60 casos por 100.000 habitantes).

La alta tasa de incidencia encontrada en nuestro medio puede deberse a que el
area sanitaria “Comarca Bilbao” cuenta con dos consultas de ITS altamente organizadas
y experimentadas, las cuales llevan a cabo la deteccién clinica de nuevos casos y el
seguimiento de los pacientes y sus contactos sexuales. Estas consultas de ITS tienen un
estrecho contacto con el laboratorio del Servicio de Microbiologia Clinica y Control de
Infeccion del Hospital Universitario Basurto, lo que implica que haya una excelente
conexion entre los casos, las muestras y el diagnostico microbiologico. Estos datos
sugieren que la infeccién gonococica puede estar infradiagnosticada y/o infranotificada
en muchas zonas de Espafia, tal y como indican Vall et al. (2004) (289), donde se
relaciona este hecho con la escasez de recursos destinados a la detecciéon de ITS en

Espafa.

En cambio, al comparar nuestros datos con los registrados por el CDC en EEUU
durante el mismo periodo de tiempo, observamos que nuestra incidencia de infeccion

gonococica es mucho mas baja, ya que el CDC publica 110,7 casos por 100.000 habitantes
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en 2014 y 123,0 casos por 100.000 habitantes en 2015 (13). De acuerdo al CDC, el
aumento en la incidencia de la infeccion gonococica detectado en EEUU puede deberse
a varios factores como las modificaciones en las practicas de cribado de ITS (pruebas de
cribado para C. trachomatis que también detectan infecciones de N. gonorrhoeae o el
aumento de pruebas de cribado de localizaciones anatémicas extragenitales), el uso cada
vez més frecuente de TAAN para el diagnoéstico de N. gonorrhoeae y modificaciones en
el reporte de los casos de infeccion gonococica (13). Otro factor al que el CDC hace
referencia es la presencia de portadores asintomaticos, sobre todo mujeres, que suponen
un infradiagnostico de la infeccidon gonococica. Por esta razon el CDC recomienda el uso
de barreras de proteccion en las relaciones sexuales, y también recomienda que se realice
un cribado anual para la deteccién de N. gonorrhoeae y C. trachomatis en mujeres
menores de 25 afios sexualmente activas (13). Otros factores que pueden afectar al
aumento de la incidencia de la gonorrea (al igual que para el resto de ITS) entre jévenes
son las dificultades para acceder a servicios de control y prevencion de ITS de calidad,
debido a los largos tiempos de espera, conflicto entre los horarios de clinicas y
colegio/trabajo, métodos de recogida de muestras y preocupaciones sobre la

confidencialidad (por ejemplo, el ponerse en contacto con padres o tutores) (13).

5.2. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

El nivel de resistencia y sensibilidad intermedia a penicilina fue del 98,33%. Este
porcentaje de resistencia es similar al observado en el estudio del periodo 2011-2013
realizado de nuestro Servicio (286) y superior a la publicada en otros estudios en nuestro
pais, por ejemplo el estudio realizado en Barcelona en el cual observan un 68% de
resistencia y sensibilidad intermedia (290) y el publicado en Almeria con un 61,2% (291).
El porcentaje de resistencia y sensibilidad intermedia a penicilina observado en nuestro
estudio es similar al de otros estudios que han observado niveles cercanos al 90% en Asia
y América (285,292—294), aunque un estudio que analiza aislados de 11 paises de
Latinoamérica y Caribe en el periodo 2000-2009 observé un nivel de resistencia a
penicilina mucho menor (28% de media de resistencia en el conjunto de paises del
estudio), si bien los resultados varian considerablemente entre distintos paises y anos

(223).

Se han observado 34 aislados productoras de p-lactamasa plasmidica (9,44%), 32
de ellos resistentes a penicilina y 2 con sensibilidad intermedia. El porcentaje de
producciéon de -lactamasas observado es similar al detectado en el estudio de afios
anteriores de nuestro Servicio, en el que se observo un 8,7% (286). El 73,5% de los
aislados productores de B-lactamasas de nuestro estudio han producido halos de

inhibicion de 19 mm de didAmetro o menos, lo que coincide con el CLSI, que asegura que
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los gonococos que producen halos de 19 mm o menos son probablemente productores de
B-lactamasas (254). Los resultados de nuestro estudio apoyan esa declaracion pero las
pruebas de deteccion de B-lactamasas siguen siendo necesarias porque un alto nimero
de aislados productores de (-lactamasas han producido halos de mas de 19 mm. El
porcentaje de productores de f-lactamasas con halos de menos de 19 mm fue menor en

el estudio anterior de nuestro Servicio (53,1%) (286).

El nivel de resistencia a ciprofloxacino observado en nuestro estudio fue del
46,11%, inferior al detectado en nuestro Servicio en el periodo 2011-2013 (286), quizas
debido a la exclusion de este antimicrobiano como tratamiento de primera linea de la
infeccidon gonococica. Los porcentajes de resistencia observados para ciprofloxacino en
Barcelona (290) y Almeria (291) son 53% y 64,6% respectivamente, algo superiores al
46,11% observado en nuestro estudio, aunque Serra-Pladevall et al. (2016) advierten un
porcentaje de resistencia a ciprofloxacino inferior (49,2%) en un estudio de 2013 en
Barcelona (295). Los estudios de Asia muestran niveles de resistencia y sensibilidad
intermedia a ciprofloxacino superiores al 80% (285,292,293,296), porcentajes muy
superiores a los de este estudio (46,11%), pero los estudios americanos muestran
porcentajes menores a los de este estudio, aunque con grandes diferencias entre distintos

paises (223,294).

El nivel de resistencia a tetraciclina observado en nuestro estudio fue del 53,89%,
inferior al detectado en nuestro Servicio en el periodo 2011-2013 (286), quizas debido a
la exclusion de este antimicrobiano como tratamiento de primera linea de la infecciéon
gonococica. Cobo et al. (2016) publican un 70,3% de resistencia y sensibilidad
intermedia a tetraciclina en Almeria (291), superior al 53,89% detectado en este estudio.
Sin embargo, se debe puntualizar que Cobo et al. (2016) utilizaron la técnica E-test para
realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana. Se han detectado niveles de
resistencia a tetraciclina similares a los de nuestro estudio en Latinoamérica (223), Brasil
(294) y la India (293), pero en Pakistan (292) y Tailandia (285) se han detectado niveles
de resistencia y sensibilidad intermedia entre el 90% y 100%, superiores a los de nuestro

estudio.

Los altos porcentajes de resistencia y sensibilidad intermedia observados en este
estudio avalan que no se debe utilizar penicilina, tetraciclina y ciprofloxacino como
tratamiento de primera linea. En efecto, algunas organizaciones como la OMS, el CDC y
el ECDC no recomiendan el uso de penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina como

tratamiento de primera linea contra la infeccién gonocdcica hoy en dia (31).
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El 100% de los aislados se han mostrado sensibles a espectinomicina, es decir, no
se ha detectado ningun caso de resistencia a este antimicrobiano. El resultado es
equivalente al obtenido por el al estudio anterior realizado en nuestro Servicio (99,7% de
sensibilidad a espectinomicina) y a los estudios espanoles consultados (290,291), aunque
Serra-Pladevall et al. (2013) publicaron un aislado de N. gonorrhoeae resistente (290).
También es similar a los estudios asidticos (285,292,293) y americanos (223,294)
consultados, aunque Starnino et al. (2012) observaron en Latinoamérica dos aislados
con sensibilidad intermedia, sobre un total de 7.664 aislados (223). Pese a la alta eficacia
observada por este antimicrobiano in vitro, es econémicamente costoso, no esta
disponible en muchos paises y es poco eficaz contra infecciones faringeas (138). Sin
embargo, se ha mostrado efectivo en casos de infecciones gonococicas urogenitales y
anorrectales (138), por lo que el CDC recomienda su uso como terapia alternativa, por
ejemplo en casos de alergia a antimicrobianos -lactdmicos (158). Los bajos niveles de
resistencia observados en nuestro estudio y en muchos otros refuerzan estas

recomendaciones.

Dado que, ninguna guia terapéutica ha establecido puntos de corte para
gentamicina de forma oficial, nos guiamos por los puntos de corte publicados por Bala et
al. (2016) para la técnica de difusién en agar disco-placa, segin los cuales aquellos
aislados con diametro de halo de inhibicién de >16 mm son considerados sensibles, 13-
15 mm sensibilidad intermedia y <12 mm resistentes (279). Segan estos criterios, el 100%
de los aislados de nuestro estudio se mostraron sensibles a gentamicina. El estudio de
nuestro Servicio del periodo 2011-2013 propuso, basandose en los resultados obtenidos
y en los puntos de corte basados en la CMI (R =32 mg/L, SI 8-16 mg/L, S <4 mg/L), que
los aislados con diametro de halo de inhibicién de =29 mm son considerados sensibles,
18-28 sensibilidad intermedia y <17 mm resistentes (286). De acuerdo a estos puntos de
corte, en nuestro estudio se observaron un 29,7% de aislados con sensibilidad intermedia
y un 70,3% sensibles. De acuerdo a los criterios de Bala et al. (2016) (279) el 100% de los
aislados de nuestro estudio fueron sensibles, por lo que los puntos de corte propuestos
por el anterior estudio de nuestro Servicio parecen mas estrictos que los de Bala et al.
(2016). Un estudio a nivel europeo del afio 2009, utilizando los puntos de corte para
gentamicina basados en la CMI (R =32 mg/L, SI 8-16 mg/L, S <4 mg/L) observo en 2011
un 17% de aislados sensibles a gentamicina y un 83% con sensibilidad intermedia, sin
ningun aislado resistente, utilizando la técnica de dilucion en agar disco-placa (229). En
el mismo estudio también utilizaron la técnica E-test para evaluar la resistencia a
gentamicina, logrando CMI menores en comparacion a la diluciéon en agar. Esto podria
explicar por qué otros estudios basados en la técnica E-test logran menores niveles de

resistencia, como Starnino et al. (2012) en Latinoamérica (3% de resistencia) y Bala et
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al. (2016) (23,5% 1y 0,6% R) (223,279). Brown et al. (2010) observaron un 100% de
sensibilidad a gentamicina en Malawi (Africa) mediante las técnicas de difusién en agar
disco-placa y dilucion en agar (228), pero solo interpretan los resultados mediante los
puntos de corte basados en la CMI. La alta diferencia en los puntos de corte propuestos
para gentamicina hasta la fecha hacen necesario que se establezcan unos puntos de corte
de referencia basados en ensayos clinicos adecuados, de manera que cada laboratorio
pueda establecer los puntos de corte del método utilizado basandose en los métodos de
referencia. Los bajos niveles de resistencia a gentamicina observados en nuestro estudio
y los estudios consultados sugieren que la gentamicina podria emplearse como terapia
en el futuro, pero se debe realizar un mayor nimero de estudios para establecer unos

puntos de corte 6ptimos y se debe buscar otras terapias alternativas.

El nivel de resistencia a azitromicina observado durante el periodo de estudio
(2014-2015) mediante la técnica E-test (9,17% Ry 27,50% I) es similar al detectado por
algunos estudios de Brasil (294), Hungria (297) y Jap6n (171). Lebedzeu et al. (2015)
también observaron una elevada resistencia en Bielorrusia, aunque ésta se reduce con
los anos, desde un 35% en 2010 y 2011 (resistencia méas sensibilidad intermedia) a un
10% en 2013 (resistencia mas SI) (298). Regnath et al. (2016) observaron un 5,5% de
resistencia y 21% de sensibilidad intermedia en Alemania (299), y Starnino et al. (2012)
observaron en Latinoamérica un 13% de resistencia en el periodo 2000-2009, con una
tendencia ascendente (del 6% de resistencia en 2000 al 23% en 2009) (223). En Espafia
se observd un 4,3% de resistencia en Barcelona (295) y un 13,8% de resistencia en
Almeria (291). Por otro lado, dos estudios de Pakistan (292) e India (293) observaron
niveles muy bajos de resistencia, entre 0-5%. El Euro-GASP analiz6 la resistencia a
azitromicina del afio 2014, observando un incremento del 5,4% en 2013 al 7,9% en 2014
(300). Sin embargo, los resultados varian considerablemente entre los 21 paises

europeos participantes, desde el 0% (Chipre, Estonia e Islandia) al 40% (Grecia).

La OMS indica que un tratamiento es considerado eficaz si logra curar al menos
un 95% de las infecciones (11). De acuerdo a la OMS, y teniendo en cuenta los resultados
logrados en este estudio, la azitromicina no deberia ser considerada como una opcién de
tratamiento en monoterapia en nuestro entorno. Sin embargo, el uso de azitromicina en
terapia dual junto a ceftriaxona esta recomendado por el CDC, el ECDC y la OMS, los
cuales recomiendan la terapia dual de 250 mg de ceftriaxona intramuscular y 1 g de
azitromicina oral, o la terapia dual de 400 mg de cefixima y 1 g de azitromicina oral como

terapia alternativa (156—158).
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Respecto a la evolucion de la resistencia a azitromicina, se ha observado una
reduccion significativa en el porcentaje de cepas con sensibilidad intermedia y
resistencia (32, p = 0,000) del afio 2014 (16,3% Ry 41,1% I) al ano 2015 (1,2% R y 17,1%
I). El Euro-GASP también detect6 una tendencia descendente en la resistencia a
azitromicina entre 2008 (13% de resistencia) y 2012 (4,5% de resistencia) (156), aunque
menos agresiva que el descenso observado en nuestro estudio, del 16,3% de resistencia
en 2014 al 1,2% en 2015. Los resultados obtenidos en afos anteriores en nuestro Servicio
muestran un aumento en el porcentaje de resistencia desde el ano 2011 al ano 2014 (286).
Algunas razones que podrian justificar este aumento pueden ser su amplio uso para
tratar las infecciones respiratorias y las ITS causadas por C. trachomatis y algunas de sus
caracteristicas como su larga vida media, su prolongado efecto postantibiético, etc. Se ha
observado una reduccion estadisticamente significativa (Mann Whitney, p = 0,000) en
la CMI;, y CMIy, de azitromicina desde el afio 2014 (0,38 mg/L y 0,75 mg/L
respectivamente) al afo 2015 (0,19 mg/L y 0,38 mg/L respectivamente). La CMI5, y
CMI,, del periodo de estudio (2014-2015) son similares a las observadas en Brasil (0,125
mg/Ly 0,38 mg/L) (294) y Bielorrusia (0,19 mg/Ly 0,38 mg/L) (298). La resistencia a
azitromicina observada mediante difusion en agar disco-placa, y utilizando los criterios

de interpretacion establecidos por BSAC, es del 3,06%.

La resistencia observada es considerablemente menor a la observada mediante
E-test y es similar a algunos estudios consultados que utilizan la misma técnica
(285,290,292). Sin embargo, varios estudios recomiendan el uso de técnicas basadas en
la CMI sobre la difusion en agar disco-placa cuando estas técnicas estan disponibles, de
modo que los resultados logrados mediante el E-test han sido los utilizados para sacar
conclusiones en este estudio. Se ha observado un aislado con resistencia de alto nivel a
azitromicina (CMI > 256 mg/L), el primero en nuestro Servicio. El Euro-GASP detect6
casos de resistencia de alto nivel en 2006 (1 aislado en Escocia), 2007 (4 aislados en
Escocia), 2011 (1 aislado en Italia y otro en Irlanda), 2012 (1 aislado en Irlanda y 2 en
Suecia), 2013 (1 aislado en Irlanda) y 2014 (1 aislado en Italia) (300). Paises como Suecia,

China y Australia han reportado casos de resistencia de alto nivel desde el afio 2011

(150,153,301).

El 95,28% de los aislados se han mostrado sensibles a cefepime y el 89,72% a
cefuroxima. La sensibilidad observada en los aislados obtenidos durante el periodo 2011-
2013 en nuestro Servicio fue semejante, de un 92% a cefepime y 78% a cefuroxima (286).
Estos resultados son similares a los de algunos estudios asiaticos que han llegado a
reportar sensibilidades del 100% (285,302—304). Estos niveles de sensibilidad

registrados sugieren que cefuroxima y cefepime podrian suponer una alternativa en el
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tratamiento de las infecciones causadas por estas cepas, aunque no es posible conocer el

significado clinico de estos datos.

Respecto a la eritromicina, no es utilizada hoy en dia como terapia
antimicrobiana de la infeccion gonococica porque no resulta suficientemente eficaz
debido a que N. gonorrhoeae ha adquirido diversos mecanismos de resistencia contra
este antimicrobiano y se han observado varios casos de tratamientos fallidos con
eritromicina (98). Sin embargo, puede ser utilizado in vitro con fines epidemiolégicos,
para predecir la respuesta a azitromicina, ya que se ha observado una excelente
correlacion entre los resultados obtenidos mediante la técnica de difusién en agar disco-
placa para ambos antimicrobianos. Los resultados obtenidos por nuestro Servicio
durante el periodo 2011-2013 también mostraron una excelente correlacion entre ambos

antimicrobianos (286).

Ninguno de los aislados estudiados mostroé resistencia a cefixima y ceftriaxona,
un resultado igual al observado en este Servicio en afnos anteriores (2011-2013) (286),
aunque en este periodo se han observado 3 aislados con sensibilidad disminuida
(0,83%). Por el contrario, otros estudios espafnoles han observado aislados resistentes a
ambos antimicrobianos, aunque los porcentajes de resistencia varian dependiendo de los
criterios de interpretacion que se empleen, pues CLSI establece unos puntos de corte
superiores (R > 0,25 mg/L para cefixima y ceftriaxona) alos de EUCAST (R > 0,125 mg/L
a cefixima y ceftriaxona). Serra-Pladevall et al. (2013) en Barcelona y Cobo et al. (2016)
en Almeria observan mayores niveles de resistencia basandose en los puntos de corte de
EUCAST en comparacion a los de CLSI. Serra-Pladevall et al. (2013) obtuvieron un 1%
de resistencia y 3% de sensibilidad disminuida basandose en los criterios de CLSI y un
1% de resistencia y 10% de sensibilidad disminuida basidndose en EUCAST (290),
mientras Cobo et al. (2016) observaron un 1,5% de resistencia a ceftriaxona y cefixima
basandose en CLSI y 4,6% y 6,1% de resistencia basandose en EUCAST (291). En un
estudio posterior, Serra-Pladevall et al. (2016) advirtieron un 8,2% de resistencia a
cefixima y 0,6% a ceftriaxona, basandose exclusivamente en los criterios de EUCAST
(295). En nuestro caso tanto siguiendo los criterios de CLSI como de EUCAST no se
obtiene ninguna cepa resistente a cefixima o a ceftriaxona. Esta situacion hace necesario
la obtencién de un consenso que establezca unos puntos de corte tinicos que facilite la

comparacion entre los diferentes estudios.

Los resultados publicados por Euro-GASP en 2014 muestran un 2% de resistencia
a cefixima, inferior al 4,7% de 2013. 11 de los 21 paises participantes en el estudio de
Euro-GASP no reportaron casos de resistencia a cefixima y todos los paises del estudio

excepto Bélgica, Paises Bajos, Italia y Noruega detectaron una reduccion en la resistencia
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a cefixima con respecto a 2013 (300). Espana observo la mayor reduccion en la
resistencia, del 15,3% en 2013 al 0% en 2014, aunque argumentan que esta reduccion en
la resistencia a cefixima podria deberse al uso de la técnica E-test en 2014, mientras que
en 2013 se utiliz6 la dilucion en agar (300). Tan solo 5 aislados fueron resistentes a
ceftriaxona (3 de Grecia, 1 de Alemania y 1 de Noruega), resultado inferior a los 7 aislados
detectados en 2013. Lebedzeu et al. (2015) también observaron niveles muy bajos de
resistencia a cefixima y ceftriaxona (0,5% y 0% respectivamente) en Bielorrusia (298), al
igual que Regnath et al. (2016) en Alemania (299). Los estudios asiaticos consultados
obtienen niveles muy bajos (o no obtienen ninguna cepa resistente) de resistencia, como
el 0% a cefixima y ceftriaxona observado en Tailandia (285), aunque otros han obtenido
resistencias cercanas al 5% (293,296) e incluso cercanas al 10% (305). El “Gonococcal
Isolate Surveillance Project” (GISP), encargado de analizar las tendencias de sensibilidad
antimicrobiana en EEUU, observo un 0,4% de resistencia a cefixima en 2013 y 0,8% en
2014. También observaron un 0,1% de resistencia a ceftriaxona en 2013 y 0,2% en 2014
(306). Otros estudios americanos observaron resistencias cercanas a 0% para ambos
antimicrobianos (223,294). Sin embargo, varios de los estudios, sobre todo los
americanos y asiaticos, interpretaron sus resultados basandose en los puntos de corte
establecidos por CLSI. Como los puntos de corte para cefixima y ceftriaxona establecidos
por CLSI y EUCAST son diferentes (R >0,25 mg/L para ambos antimicrobianos segun
CLSI y R >0,125 mg/L segin EUCAST), los estudios que se guiaban por los puntos de
corte establecidos por CLSI podrian mostrar mayores niveles de resistencia a cefixima y

ceftriaxona si se guiasen por los puntos de corte establecidos por EUCAST.

Las CMI;, y CMI,, observadas para cefixima y ceftriaxona durante el periodo de
estudio (2014-2015) son de 0,004 mg/Ly 0,15 mg/L para cefixima y 0,004 mg/Ly 0,030
mg/L para ceftriaxona. De 2014 a 2015 se ha observado un incremento en la CMI,, de
cefixima, de 0,015 mg/L a 0,030 mg/L, y una reduccion de la CMI,, de ceftriaxona, de
0,030 mg/La 0,015 mg/L. La CMI;, de cefixima se ha mantenido en 0,004 mg/L durante
los dos afos, pero la CMI;, de ceftriaxona ha sufrido una reducciéon de 0,008 mg/L a
0,004 mg/L, aunque estadisticamente no significativa (Mann-Whitney, p = 0,078).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en nuestro Servicio en afos anteriores
(2011-2013) (286), la CMI;, de ambos antimicrobianos se mantiene en el rango de
0,002-0,008 mg/L durante los cinco afios (de 2011 a 2015). Las CMI;, y CMIyo
observadas en nuestro estudio son considerablemente menores a las observadas en
Barcelona en 2011, donde observaron CMI;, de 0,016 mg/Ly <0,016 mg/L a cefixima y
ceftriaxona respectivamente, y CMI,, de 0,125 mg/L a cefixima y 0,064 mg/L a
ceftriaxona (290). Teniendo en cuenta el estudio anterior de nuestro Servicio en el

periodo 2011-2013 (286), se observa una tendencia ascendente de la CMI,, de cefixima
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(de 0,008 mg/L en 2012 a 0,030 mg/L en 2015) y una tendencia descendente de la CMI,,
de ceftriaxona (de 0,06 mg/L en 2011 a 0,015 mg/L en 2015). La tendencia descendente
observada para ceftriaxona es similar a la observada por el Euro-GASP desde el afio 2010
(8,7% de resistencia a CES) al ano 2014 (2,0% de resistencia a CES), con excepcion del
ano 2013. También se han detectado tendencias descendentes similares en EEUU (306),
Canada (307), Rusia (146), China (308), Region Sureste de la OMS (309) y Europa (310—
312).

Aunque no se han observado aislado resistentes a cefixima y ceftriaxona, de 2014
a 2015 se ha observado una reduccién de aislados altamente sensibles (CMI < 0,002
mg/L) y un incremento en los aislados con CMI cercanos al punto de corte (CMI > 0,06
mg/L) establecido por EUCAST (R > 0,125 mg/L), aunque este incremento es
estadisticamente no significativo. Los resultados mostrados por Euro-GASP registraron
la misma tendencia en el afio 2013, pero en 2014 observaron una reduccién en los
aislados con CMI cercanas al punto de corte establecido por EUCAST (156). En nuestro
estudio también se observaron 3 aislados con CMI de 0,125 mg/L a ceftriaxona, por lo
que estos aislados son considerados como cepas con sensibilidad disminuida a
ceftriaxona de acuerdo a la OMS (220). Estos 3 aislados corresponden al afio 2014, y no
se observo ninguno en 2015. No se observo ningun aislado con sensibilidad disminuida
a cefixima durante el periodo de estudio. Los niveles de sensibilidad a ceftriaxona
observados en nuestro estudio avalan la indicaciéon de este antimicrobiano como opcion
terapéutica en la infeccién gonococica, tal y como recomiendan la mayoria de las guias y
organizaciones como la OMS, el Euro-GASP y el CDC, los cuales recomiendan la terapia
dual de 250 mg de ceftriaxona y 1 g de azitromicina. Como terapia alternativa se
recomienda la terapia dual de 400 mg de cefixima y 1 g de azitromicina (156—158) la cual
puede ser una opcion recomendable en nuestro entorno por la ausencia de resistencia a
cefixima que se ha observado en nuestro estudio. Sin embargo, se debe mantener una
estrecha vigilancia de la tendencia de las CMI en estos antimicrobianos, puesto que el
uso sistematico de cefixima y/o ceftriaxona en el tratamiento de la gonorrea podria

causar la aparicion de aislados con sensibilidad disminuida e incluso resistencia.

Por dltimo, no se han observado aislados con resistencia de alto nivel a cefixima
y ceftriaxona en nuestro estudio, al igual que en el estudio del periodo 2011-2013
realizado en nuestro Servicio (286). En 2011 se detect6 la primera cepa con resistencia
de alto nivel a cefixima y ceftriaxona (CMI de 1,5 mg/L a ambos) en Espaiia, y una de las

primeras en el mundo (170,313).
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Respecto a los aislados MR, el nimero de aislados observados varia dependiendo
de la definicion que se aplique. Por ejemplo, Tribuddharat et al. (2017), consideran MR
a aquel aislado resistente a al menos 3 clases de antibi6ticos (285), un requisito que
cumplen 14 aislados (3,89%) de nuestro estudio, la mayoria de ellos resistentes a
penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina. Sin embargo, Tapsall et al. (2009), consideran
MR a aquel aislado resistente a al menos un antimicrobianoo recomendado
generalmente para el tratamiento de la infeccion gonococica en monoterapia (CES y
espectinomicina), ademés de resistente a al menos dos de los menos utilizados
(penicilinas, fluoroquinolonas, azitromicina, etc.) (115). De acuerdo a esta ultima
definicidn, ninguno de los aislados de nuestro estudio es MR, pues ninguno es resistente
a cefixima, ceftriaxona o espectinomicina. En el estudio realizado por nuestro Servicio
en el periodo anterior (2011-2013) se observaron las mismas discrepancias, pues
dependiendo de las fuentes consultadas el porcentaje de aislados MR variaba de 0,3% a
42,3% (286). Esta falta de unificacion de criterios puede dificultar la comparacion de
resultados entre distintos laboratorios, por lo que consideramos que se debe normalizar
la definicion de cepas gonocdcicas MR, utilizando una definiciéon que se base en los
antimicrobianos que se utilicen frecuentemente en el tratamiento de la gonorrea. Tapsall
et al. (2009) describen la (XR), que consiste en la resistencia a al menos dos antibi6ticos
recomendados generalmente para el tratamiento en monoterapia de la infecciéon
gonococica (CES y espectinomicina), ademés de resistente a al menos tres de los menos
utilizados (penicilinas, fluoroquinolonas, azitromicina, etc.) (115). En nuestro estudio no

encontramos ninguna cepa XR de acurdo a esta definicion.

En nuestro estudio se ha analizado la sensibilidad antimicrobiana de
N. gonorrhoeae a un total de 10 antimicrobianos, incluidos ceftriaxona y azitromicina,
los recomendados para el tratamiento de primera linea de la infeccién gonocdcica. La
deteccidonon de aislados con CMI elevadas (CMI = 0,060 mg/L) a cefixima y ceftriaxona
y el aumento del nivel de resistencia a azitromicina observada en comparacion al estudio
del periodo 2011-2013 de nuestro Servicio (286) refuerza la alerta de la OMS, la cual
asegura que en el futuro se podria producir una pandemia de cepas de N. gonorrhoeae
XR, con graves consecuencias para la salud publica (12). En esta situacion, estudios como
el nuestro son necesarios para monitorizar la sensibilidad antimicrobiana de N.
gonorrhoeae en todo el mundo. Sin embargo, la OMS alerta que menos de la mitad de
los paises del mundo han reportado datos de sensibilidad antimicrobiana en los tltimos
cinco anos. Los datos del GASP muestran un descenso en el nimero de paises que
reportan datos de sensibilidad antimicrobiana, desde 60 paises en 2009 a 50 paises en

2013 (12). Es necesario un aumento en los paises participantes en el GASP y un mayor
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esfuerzo en monitorizar la sensibilidad antimicrobiana como parte de la rutina en los

Servicios ITS,

5.3. Comparacion de técnicas de sensibilidad antimicrobiana

Se ha medido la correlacion categorica entre las técnicas E-test y difusion en agar
disco-placa para azitromicina. La correlacion categorica observada es relativamente alta
(V de Cramer = 0,559, p = 0,000) de acuerdo a la escala publicada por Rea y Parker
(2004) (43). La correlacion cuantitativa observada es negativa y muy alta (rs = -0,734, p
= 0,000) de acuerdo a la escala publicada por Hopkins (2000) (282). La correlacion
categbrica observada en nuestro estudio es menor a la correlacion cuantitativa
observada. Esta diferencia puede deberse a que el BSAC, cuyos puntos de corte han sido
utilizados para interpretar los resultados logrados mediante la técnica de difusién en
agar disco-placa, solo clasifica los aislados en dos categorias (sensibles y resistentes),
mientras que EUCAST, cuyos puntos de corte han sido utilizados para interpretar los
resultados logrados mediante la técnica E-test, utiliza tres categorias (sensible,
sensibilidad intermedia y resistencia). De este modo, 99 aislados (el 27,50%) clasificados
como sensibles mediante la difusién en agar disco-placa han sido clasificados como
sensibilidad intermedia mediante E-test. Si BSAC y EUCAST utilizasen el mismo nimero
de categorias, quizas se habria observado una mejor distribucién de los resultados,
logrando asi una mayor correlacion categoérica. Por lo tanto, parece necesario el
establecimiento de un criterio unificado para clasificar la sensibilidad a un
antimicrobiano independientemente de la técnica que se utilice, facilitando asi la
comparacion de distintas técnicas. Por otro lado, la correlacion observada entre la
difusion en agar disco-placa y E-test, a pesar de ser alta, es menor a la observada en afios
anteriores en nuestro Servicio, en los que se observ) una relacion perfecta (286), aunque
en ese periodo de estudio (2011-2013) se utilizaron los puntos de corte propuestos por
Serra-Pladevall et al. (2013) para la difusion en agar disco-placa. Dichos puntos de corte
(resistente menor a 24 mm, sensibilidad intermedia entre 24 mm y 26 mm, y sensible
mayor a 27 mm) son mas estrictos que los establecidos por BSAC (290), y basdndonos
en ellos observamos una correlacién menor (V de Cramer = 0,336, p = 0,000) que la
obtenida con los puntos de corte establecidos por BSAC en el periodo de estudio 2014-
2015. Teniendo en cuenta estos resultados, recomendamos el uso de la difusiéon en agar
disco-placa de forma rutinaria para la obtencion de la sensibilidad a azitromicina por su
sencillez y rentabilidad econémica, pero para los casos en los que se logren diametros
cercanos al punto de corte de resistencia, se debe utilizar una técnica basada en la CMI,

como el E-test, para lograr un resultado mas detallado.
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Se ha llevado a cabo el método de regresion lineal para analizar la correlacion
cuantitativa entre la difusién en agar disco-placa y diluciéon en agar para cefixima y
ceftriaxona. La correlacion observada es negativa y moderada para cefixima (rs = -0,467,
p = 0,000) y ceftriaxona (rs = -0,419, p = 0,000). Estas correlaciones son menores a las
observadas en el periodo anterior en nuestro Servicio, en el que se observaron
correlaciones altas entre ambos antimicrobianos (286). Sin embargo, la correlacion
categorica observada es del 100%, ya que todos los aislados son sensibles a cefixima y
ceftriaxona mediante las dos técnicas. Estos resultados sugieren que no existe una
relacion perfecta entre los mm de halo de inhibiciéon y CMI medidos, aunque los aislados
son clasificados en la misma categoria independientemente de la técnica empleada, por
lo que cualquiera de estas técnicas puede ser utilizada para la obtencion de la sensibilidad
en las cepas de N. gonorrhoeae. La técnica de difusion en agar disco-placa es mas sencilla
y econdmicamente rentable, por lo que es idoneo para su uso en laboratorios de forma
rutinaria, tanto para la realizacion de estudios de vigilancia epidemiolégica como para
el manejo del paciente. Al igual que con azitromicina, lo més recomendable es realizar el
método de difusion en agar disco-placa para determinar la sensibilidad a N. gonorrhoeae
de forma rutinaria, y la confirmaciéon mediante la determinacion de la CMI de ceftriaxona
y cefixima en todas aquellas cepas cuyos resultados de didmetro de halo de inhibicion

estén en los limites de sensibilidad intermedia o resistencia, para lograr un resultado mas
detallado.

Para observar la correlacion cuantitativa entre azitromicina y eritromicina
mediante el método de difusién en agar disco-placa se ha realizado el método de
regresion lineal. La correlacion lograda es positiva y muy alta (rs = 0,762, p = 0,000) de
acuerdo a Hopkins (2000) (282). Aunque la eritromicina no es utilizada hoy en dia en la
terapia antimicrobiana contra la gonorrea debido a su baja eficacia, la alta correlacién
observada entre eritromicina y azitromicina mediante la difusién en agar disco-placa
sugiere que este antimicrobiano puede ser empleado para predecir la respuesta a

azitromicina.

5.4. Caracterizacion molecular de Neisseria gonorrhoeae
5.4.1. Prevalencia de secuenciotipos y genogrupos

Los ST de mayor frecuencia (n > 10) en este estudio han sido ST4186 (16,0%),
ST5624 y ST5119 (7,5% cada uno), ST1861 (5,3%), ST2992 y ST1407 (4,7% cada uno) y
ST5441 (4,1%). Algunos de estos ST, principalmente ST1407 y ST2992, también se han
mostrado prevalentes en otros estudios realizados en Espafia (290,291,295), incluido el
estudio realizado en nuestro Servicio en el periodo anterior (286). El EURO-GASP

analizo6 aislados de 21 paises de UE/EEA, observando que el ST1407 es el ST
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predominante en Austria, Bélgica, Italia, Paises Bajos, Eslovenia, Espafa y Reino Unido,
mientras que el ST2992 lo es en Francia, Irlanda y Noruega (271). Ademas, de acuerdo
al mismo estudio, el ST1407 tiene una prevalencia superior al 10% en Hungria, Noruega,
Alemania, Grecia y Rumania, y el ST2992 en Italia. Los principales ST observados en
nuestro estudio son diferentes a los observados en América (314,315) y Asia
(171,316,317), aunque el ST1407 esta presente en todos los estudios, tanto en América
como en Asia. Los resultados muestran que el ST1407y el ST2992 estan extendidos por
todo el mundo, aunque el resto de ST difieren entre paises. Esto nos indica que los
distintos ST estan asociados a ciertas areas geograficas, aunque se requiere un mayor
numero de estudios para confirmar esta afirmacion. Ademas, hemos encontrado 40
aislados cuyas secuencias no constan en la base de datos online de NG-MAST, lo que nos

indica que podria tratarse de nuevos ST que atin no han sido descritos.

Se han obtenido un total de 71 ST diferentes, de los cuales un nimero elevado
(n = 31) de aislados tienen un ST tnico, que no se repite en otros aislados. Esto puede
estar asociado con la localizacion suboptima de los contactos sexuales de los pacientes,
bien porque no se realiza un adecuado seguimiento de los contactos de los pacientes, o
bien porque los contactos son diagnosticados y tratados en centros donde no se realiza

el cultivo y consiguiente estudio de las cepas.

Se han observado tres genogrupos en nuestro estudio: G5119, G1407 y G1861. El
G5119 es el mas numeroso, es decir, el que esta representado por un mayor nimero de
aislados. Por otro lado el G1407 es el que esta formado por un mayor nimero de ST
diferentes, siete ST, mientras que el G5119 esta formado por tres ST y G1861 por dos ST.
El estudio realizado por Euro-GASP en el afio 2013 observo siete genogrupos diferentes
(271), aunque este estudio cuenta con un mayor nimero de aislados (n=1.066) que
nuestro estudio (n=360) lo que justificaria estos resultados. En el estudio realizado por
Euro-GASP, el G1407 también fue el formado por mas ST diferentes y comparte 3 ST con
el G1407 de nuestro estudio. El Gi1407 también ha sido identificado en estudios
realizados en Europa (295,311,318,319), América (315) y Asia (317). Otros estudios no
obtienen el G1407, aunque en la mayoria de ellos el ST1407 es uno de los ST mas

prevalentes (290,291,297,314,316,320).

La principal diferencia entre el estudio realizado por Euro-GASP en 2013 y
nuestro estudio se encuentra en la clasificacion del ST2992, ya que en nuestro estudio el
ST2992 forma parte del G2992 y en el estudio de Euro-GASP forma parte del G5119. Esta
diferencia en la clasificacion radica en el criterio utilizado para agrupar los ST en
genogrupos. Ese criterio consiste en nombrar a los genogrupos con el nimero del ST

predominante de aquellos ST que forman el genogrupo. En nuestro estudio el ST5119 es
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el ST predominante del grupo en el que se encuentra el ST2992, por lo que el genogrupo
se denomina G5119. En el estudio de Euro-GASP, en cambio, el ST2992 es el ST

predominante de su genogrupo, por lo que el genogrupo se denomina G2992.

En el estudio de Euro-GASP de 2013 no se detect6 el ST5119, ni el ST1861, que en
nuestro estudio forma parte del G1861. Pladevall et al. (2016) identifican el G2992 en
Barcelona (295), al igual que el Euro-GASP en 2013 (271). Estos resultados nos alertan
de la necesidad de establecer un criterio mas preciso para nombrar los genogrupos,
puesto que el criterio actual, que se basa en el ST mas numeroso del grupo, puede dar
lugar a que un mismo ST forme parte de diferentes genogrupos dependiendo de los
resultados obtenidos, de forma que no se pueden comparar los diferentes estudios
realizados. Por lo tanto, se deberia establecer un sistema de agrupacion que se base
exclusivamente en la similitud de los ST, de modo que un genogrupo tenga siempre el

mismo nombre, independientemente de la prevalencia de los ST de dicho grupo.

En algunos estudios europeos el ST2400 es muy frecuente y en todos ellos se
agrupa en el G2400 (295,318,319). En nuestro entorno el ST2400 no es tan frecuente (n
= 7) y no se puede agrupar en ningdin genogrupo, el mismo resultado se obtiene en el
estudio de Euro-GASP de 2013 (271). En nuestro entorno, en el periodo comprendido
entre 2011y 2013 el ST2400 fue mas prevalente (286) que en el periodo actual estudiado
(2014-2015) (14 aislados y 6,5% del total en el periodo 2011-2013, frente a los 7 aislados

v 1,94% del total en el periodo 2014-2015).
5.4.2. Relacion entre ST y resistencia antimicrobiana

No se ha observado relaciéon entre un determinado ST y el género de los pacientes
de infeccidn gonocodcica. El G1861 esta altamente asociado a pacientes jovenes, ya que

todos los aislados fueron identificados en pacientes menores de 35 afios.

Se ha estudiado la asociacién entre los distintos genogrupos y la resistencia
antimicrobiana de las cepas de N. gonorrhoeae analizadas con el fin de entender mejor
la aparicion y diseminacién de cepas resistentes. También se ha analizado la asociacion
entre la resistencia y los ST altamente prevalentes (n > 10) obtenidos que no forman

parte de ninguno de los genogrupos observados, es decir, ST4186, ST5624 y ST5441.

El G1407 esta asociado a la resistencia a azitromicina, tetraciclina, ciprofloxacino,
cefepima y cefuroxima, y a la sensibilidad disminuida a cefixima y ceftriaxona. Los
estudios espanoles (290,291,295) europeos (271,318), americanos (314,315,320) y
asiaticos (171,317) consultados relacionan este genogrupo, o el ST1407, con la resistencia
o sensibilidad disminuida a cefixima y ceftriaxona. Otros estudios relacionan el G1407

con la resistencia o altas CMI a azitromicina (271,290,316,319). De hecho, Shigemura et
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al. (2015) en Japon y Belkacem et al. (2016) en Francia realizaron el secuenciotipado
exclusivo de aislados de N. gonorrhoeae resistentes a azitromicina, y G1407 o ST1407 se
encontraba entre los mas prevalentes (316,319). Cobo et al. (2016) en Almeria, el estudio
Euro-GASP de 2013 y Shimuta et al. (2013) en Japoén lo relacionan con la resistencia a
ciprofloxacino (271,291,316), y Martin et al (2013) en Canada con la resistencia a
penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina (315). El estudio realizado en el periodo anterior
(2011-2013) en nuestro Servicio ya observo la relacion entre ST1407 y resistencia a
ciprofloxacino y altas CMI a cefixima y ceftriaxona, sin embargo, no se observo relacion

con la resistencia a azitromicina (286).

En nuestro trabajo, el G5119 se encuentra asociado a la resistencia a azitromicina
y tetraciclina. Ninguno de los estudios consultados ha identificado este genogrupo,
aunque ST2992, que en nuestro estudio forma parte del G5119, ha sido identificado en
algunos de los estudios consultados (271,291,315). Cobo et al. (2016) identificaron un
aislado con el ST2992 resistente a cefixima y azitromicina (291), y Martin et al. (2013)
observaron una alta relaciéon con la resistencia a azitromicina (315). Sin embargo, ni el
estudio realizado por Euro-GASP en el ano 2013 ni el realizado en el periodo 2011-2013
en nuestro laboratorio relacionaron el ST2992 con la resistencia a ningin

antimicrobiano.

En nuestro estudio se identifica por primera vez el ST1861, el cual forma parte del
G1861, el cual no habia sido descrito hasta ahora en nuestro pais. Ademas, hemos
observado una alta asociacion entre este genogrupo y la resistencia a ciprofloxacino, ya
que el 100% (n = 18) de los aislados pertenecientes a este genogrupo fueron resistentes

a ciprofloxacino.

Hemos encontrado relaciéon entre el ST5624 y la resistencia a ciprofloxacino y
penicilina, asociacion que no se observa en otros estudios (271,286). Aunque la mayoria
de los aislados del estudio mostraron resistencia o sensibilidad intermedia a penicilina,
se observo que los aislados con el ST5624 muestran una mayor asociacion a la resistencia

a penicilina que el resto de ST.

Los ST4186 y ST5441 no estan asociados a la resistencia a ninguno de los
antibioticos testados en este estudio. Esto mismo se observa en otros trabajos, aunque
Shigemura et al. (2015) encuentran un aislado con el ST4186 resistente a azitromicina
en Japon (316). Nuestro trabajo muestra un 19,61% de aislados del ST4186 resistentes
(n = 1) y con sensibilidad intermedia (n = 9) a azitromicina, aunque esta asociaciéon no
fue significativa. El ST5441 observado en este trabajo es el primero descrito en nuestro

pais.
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El ST2400 mostrd resistencia a penicilina, ciprofloxacino y tetraciclina. Los
estudios consultados no relacionaron este ST con la resistencia a dichos antimicrobianos,
aunque Pladevall et al. (2016) asociaron este ST con sensibilidad disminuida a cefixima
y ceftriaxona en Barcelona (295). En nuestro estudio los aislados con el ST2400 no
mostraron sensibilidad disminuida a cefixima y ceftriaxona, aunque si CMI superiores a
la media (cefixima = 0,014 mg/L, ceftriaxona = 0,020 mg/L). Brunner et al. (2016)
detectaron un aislado con el ST2400 resistente a azitromicina en Hungria (297), y
Belkacem et al. (2016) observaron que el G2400 es el tercer genogrupo mas
frecuentemente observado entre los aislados no sensibles a azitromicina en Francia
(319). Sin embargo, en nuestro estudio no se ha observado ningan aislado con el ST2400

resistente a azitromicina.

Estos resultados muestran que la tipificacion molecular puede ser una
herramienta eficaz para predecir la resistencia antimicrobiana y para estudiar la
propagaciéon de las cepas de N. gonorrhoeae resistentes a los antimicrobianos, lo que
puede ayudar a desarrollar estrategias de tratamiento adecuadas. La relacién de los
diferentes ST y genogrupos con la resistencia antimicrobiana podria ayudar al
tratamiento de aquellos pacientes a los que no se les han realizado los cultivos y las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana apropiadas aunque la realizaciéon de estas
pruebas sigue siendo imprescindible porque las relaciones observadas entre los ST y las
cepas no son siempre estadisticamente significativas. Es necesaria la realizacion de méas
estudios de estas caracteristicas para poder hacer estudios estadisticos de mayor
fiabilidad.

5.5. Limitaciones del estudio

La principal limitaciéon del presente estudio ha sido la ausencia de datos de los
pacientes cuyos aislados se han analizado, como el motivo de diagnostico, la presencia
de otras coinfecciones como el VIH y la historia sexual de los pacientes y sus contactos.
Esto nos hubiera permitido realizar un estudio epidemiol6gico mas completo sobre los

pacientes con infeccion gonocdcica en nuestro entorno.

Otra importante limitacion es la procedencia de los aislados del estudio, puesto
que todos proceden del area Comarca Bilbao, por lo que los resultados obtenidos son
exclusivamente representativos de esta area. Sin embargo, esta exclusividad tiene
también un alto valor porque los resultados logrados pueden servir de referencia para

actualizar las guias terapéuticas del area Comarca Bilbao.
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Por otro lado, uno de los principales puntos fuertes del estudio es el gran tamano
muestral, dificil de obtener en muchos Servicios de Microbiologia de nuestro pais
actualmente debido, entre otras razones, a la introduccién de las técnicas de PCR para el
diagnostico de la infeccion gonococica, que ha provocado que estos servicios utilicen
exclusivamente esta técnica para realizar el diagndstico sin llevar a cabo el cultivo y,
como consecuencia, la ausencia de su posterior estudio de sensibilidad antimicrobiana y

caracterizacion molecular.
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6. CONCLUSIONES
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1. Las tasas de infeccidén gonococica detectadas en este estudio son muy superiores a las
tasas de Espafia y Europa. Ademaés, se observa un gran aumento de la incidencia del afio
2013 a 2014, por lo que se rompe la tendencia descendente observada en el periodo

anterior en nuestro Servicio.

2. Se han observado aislados con sensibilidad disminuida a ceftriaxona (0,83% del total)
por primera vez en nuestro Servicio y las CMI de cefixima y ceftriaxona se han mostrado
estables durante los dos afos de estudio. Se ha observado una alta tasa de resistencia y
sensibilidad intermedia a azitromicina, lo que afianza las recomendaciones recientes de
no utilizar azitromicina como tratamiento de la infeccidén gonococica en monoterapia,

aunque puede emplearse en la terapia dual junto con ceftriaxona.

3. No se ha observado resistencia a gentamicina y espectinomicina y las CMI de estos
antimicrobianos se mantienen a lo largo del periodo de estudio, lo que nos indica que
estos antimicrobianos podrian ser utilizados como terapia alternativa en casos de alergia
a CES, casos de resistencia a cefixima y ceftriaxona o casos de fracaso terapéutico de la

terapia dual de ceftriaxona y azitromicina.

4. Ante la emergencia en nuestro area de cepas de N. gonorrhoeae con CMI elevadas
para ceftriaxona y cefixima, junto con resistencia simultanea a otros antimicrobianos,
recomendamos la realizaciéon del estudio de sensibilidad antimicrobiana de rutina
mediante el método de difusiébn en agar disco-placa a todos los aislamientos de
N. gonorrhoeae, que incluya todos los antimicrobianos indicados para su tratamiento,
asi como posibles alternativas, como la gentamicina, y la posterior determinacién de la
CMI en aquellas cepas de N. gonorrhoeae cuyos mm de halo se muestren cercanos a los
puntos de corte, con el fin de detectar la aparicion de cepas resistentes a estos

antimicrobianos.

5. La caracterizacion molecular de los 319 aislamientos ha mostrado 71 ST y tres
genogrupos diferentes circulando en el 4rea sanitaria de Bilbao durante los afios 2014 y
2015. Los ST mas prevalentes identificados, en orden de mayor a menor frecuencia, son
los ST 4186, 5624, 5119, 1861, 2992, 1407 y 5441. Los genogrupos detectados son el
G5119, el G1407 y el G1861. La persistencia de estos ST a lo largo de los dos anos

estudiados nos indica que podria tratarse de clones altamente estables en nuestra area.

6. Este estudio describe la asociacién de G1407 con la sensibilidad disminuida a cefixima
y ceftriaxona, ademaés de resistencia a azitromicina y otros antimicrobianos previamente
utilizados como tratamiento de primera linea de la gonorrea. En este trabajo se describe

por primera vez en Europa la asociacion entre el G5119 y la resistencia a azitromicina.
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7. Se observa la necesidad de establecer un nuevo criterio para el nombramiento de
genogrupos que no se base en el ST mas prevalente del grupo. En la actual situacion, un
mismo genogrupo puede recibir distintos nombres dependiendo de la zona geografica

donde se realice el estudio.
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